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I. RESUMEN
i INTRODUCCIÓN
La evidencia climcopatológica demuestra que el sistema iinfáiico c* (a vi» principal de
diseminación det carcinoma laringe faríngeo. I*I descubrimiento reciente tfc marcadores
1
 específicos del enúoteljo linfático y de tas factores de crecimiento que lo estimulan, han
centrado la atención en el proceso de Hnfangtogcncsis tum«rat y su relación con las
metástasis ganglionares,
i MATERIAL Y MÉTODOS
Se realizó un estudio retrospectivo en 130 pacientes con carcinoma cpidcrmotííc
laringofaríageo sin metástasis gangJionares I NO) o con ellas íN+) , de distintos tamaños
(TI-T4), grado histológico variable y diferente localtzacíón ísupraglótico., gJótico c
hipofaríngeo). A través de métodos tnmunohistoqu t'micos se pusieron de manifiesto la
presencia de vasos linfáticos tntratumoralcs (VIJ), medíanle la expresión del anífgcn<f
PA 226, y la expresión fumoraf del factor de crecimiento cndolefiaf vascular *C (VI-XTK-
C). Se definieron los criterios de ittrfangfogcnesis intratumsraí ÍLIT) de alto y bajo
grado. Finalmente, se analizo estadísticamente la relación de estos factores con la
| recidiva y otras variables clinicopatoTógicas y con ía supervivencia global y libre de
enfermedad.
RESULTADOS
| En el grupo de pacientes NO, la presencia de linfangíogénesis intrafumoral de bajo grado
y U expresión del VEGF-C incrementaron en 303 y Í6.2 vccesf respectivamente,
(P=0.0Ü5 y 0.032)t las probabilidades de tener una recidiva gangliortar cervical y
' acortaron en 16.2 y 8,44 veces (P ~ 0.009 y 0.045) el tiempo libre de enfermedad en el
análisis mufttvaríante. En los pacientes con adenopatías meíastásicas (&+% no se halló
ninguna relación entre el LA presencia de IinfangiogdncMN y a h explosión del VId i t y
los distintos aspectos de la enfermedad analt/ado».
CONCLUSIONES
Fn estadios más precoces (NO) de la progresión fumural del carcinoma cpidcmioitíc
laringofaríngco, la presencia de LIT de bajo grado y la expresión del VI <ií í wm
factores predictivos independientes de recidiva gangímnar cervical, l;n estadios
avanzados de la enfermedad (N+), ni la presencia de IJT ni la c*prcsiáo del VI f i( -Í "
influyen en la enfermedad, sino que son fas propias a<fenofiafia.s mcía*»tásícas las que
constituyen el único factor pronóstico.
INTRODUCCIÓN
2. INTRODUCCIÓN
2.1 E P I D I - M I O L Í X I U
Hl cáncer es un conjunto de enfermedades caraelen/ada* por la existencia de una
proliferación anormal de células. LÚ que fe confíen; la caractcnsiica de malignidad a esta
proliferación celular es su capacidad para invadir órgano» y tejidas y diseminarse a
distancia. El carcinoma epidermoide de íaritigofannge es una enfermedad con gran
predominio en el sexo masculino y en relación con la exposición a carcinógenos,
fundamentalmente al consumo de tabaco (94% de ios pacientes diagnosticados de cáncer
de laringe) y. en menor medida de alcohol. El carcinoma faringofaríngeo se encuentra
claramente relacionado no sólo con el hábito iabáquico sino con la cantidad y tipo de
tabaco consumido. Por lo general este tumor se diagnostica relativamente temprano
debido a las alteraciones que provoca en las funciones fonaíona. deglutona y
respiratoria. Así, el 60% de tos paciente» cu cí momento del diagnévñcci tienen una
enfermedad localizada en ia laringofaringc. Un el 25% la enfermedad es focal y
metastásica a los ganglios linfáticos regionales y sólo el 15% de los pacientes tienen una
enfermedad avanzada, metástasis a distancia, o ambas, en el momento del diagnóstico.
El cáncer de laringe es uno de los cánceres más frecuentes en Europa, con unos 52.000
nuevos casos anuales, et 90% de los cuales aparecen en hombres. La tasa de incidencia
anual para hombres en ef sur y el norte de Europa oscila entre un 18 por 100.000 y un 6
por 100.000 respectivamente. Pare las mujeres la tasa de incidencia anual no es mayor de
un 1,5 por 100.000 (Feríay J, et al. 2001).
uBn el sur de Europa el carcinoma supraglótico ea más frecuente que el glótico. mientra».
que ocurre 1© contrario en el noroeste europeo {(huronean Nciworkt i l C ancer Regiones,.
1997).
Entre la población de los hombres europeo», la incidencia del cáncer de fannge aumenta
con Ea edad. La mayoría de los casos se diagnostican a paríir de los ftS o más anos
(alrededor de un 45% de? total). Se observa un pico de máxima incidencia entre ia *c*ta
y la séptima décadas de fa vida con unos 50 nuevos casos anuales por I W.flOO {Fcríay J,
et al. 2001)
La prevalencia d« cáncer de faringe se conoce para Italia fMichefi A. et al. 1999» hn
1992, rué de 142 por 100,000 {271 en hombres y 22 en mujeres) La mayor parte de cííos
(76%) fueron pacientes de larga supervivencia (cinco o más años con c? diagnóstico
hasta el momento de la inclusión). La mayor prevaíencía del cáncer de laringe m observé
en el noroeste de Italia con un 2% aproximadamente.
En Europa, la supervivencia relativa del cáncer de laringe en adultos durante el pcm*J«
1985-1989 fue del 62% a los cinco a/los (Bcrríníi F, ct al 1999J Se ha observado una
mejoría en el pronóstico de la enfermedad, En 1978 ía supervivencia a cinco años de los
pacientes con cáncer de laringe fiie del 58% fireníe al 63% del año 19$9 (Estuve J, et a l
1999).
El estadio determina de forma importante la supervivencia, como se confirmó en el
estudio de supervivencia de pacientes con cáncer realizado en Finlandia: !a
supervivencia a los cinco aUos fiie del 75, 27 y 13% en varones y del 69. 31 y 15% en
mujeres, en los casos de cáncer localizado, metástasis regionales y metástasis a distancia
respectivamente (Dickmarí PW, et al. 1999),
Existe un continuo descenso en la curva de supervivencia de más de 10 años tras et
diagnóstico. Esto es debido principalmente a la aparición de otras enfermedades
tienen relación con el tabaquismo y no a! cáncer de laringe en sí nuvn»i i * apatunm de
tumores primarios en otras loca!t/aciones es frecuente y c% un determín ame
para el pronóstico y un gran reto para el tratamiento Ulcitimt i. c( a! I §*»íi
En Espato ef cáncer es. en termino» absoluto*, la primer» causa de muene con 11,62,1
muertes en el ano 2000. de las que 57.382 correspondieron a h«rn*»re* y 34 241. a
mujeres, lo que supuso el 25,6% de todas las defunciones <l^ópe/-Ahcnfc ú. el al
2OO3ía)> En 1999, el cáncer pasaba a ser la primera causa de muerte en hombres para el
conjunto de España y para las Comunidades Autónomas de Aragón. Asturias, Cantabria,
Castilla-León, Galicia, Madrid, Navarra, País Vasco y la Rioja. Un mujeres, aunque aún
se sitúa en segundo lugar tras Tas enfermedades cardiovasculares, el cáncer presenta una
tasa truncada ajustada (para los grupos de edad de 35-64 años) tres veces mayor que
aquéllas y provoca el mayor número de años potenciales de vida perdidos (Liácer A,
2002). El envejecimiento de la población, el incremento de la incidencia de muchos
tumores malignos y la mejor supervivencia de fos enfermos de cáncer debido a los
avances diagnósticos y terapéuticos, han supuesto un aumento significativo de la
prevalencia de estos enfermos, Esta situación porte a prueba la red de asistencia
oncológica y marca la creciente importancia de este tipo de enfermedades como
problema de salud pública en nuestro país. Se estima que cada año se producen 150.000
casos nuevos de cáncer en España, 90.000 en hombres y 60,000 en mujeres. Las
focalizaciones inmorales más frecuentes (excluyendo los tumores de piel no-meíanomaJ
son el cáncer de pulmón, los cánceres colorrecíales, el cáncer de próstata y el de vejiga
en hombres y, en mujeres, el cáncer de mama, los tumores colorrectafesT el cáncer de
útero y los tumores de ovario y de estómago. En la estimación de la incidencia anual de
cáncer en España, en el período 1 997-2000, el cáncer de laringe ocupó el noveno lugar
entre todos tos tumores exceptuando los de piel no melanoma, con un tola? de 4557 casos
Kpara ambos sexos, Asimismo, c! carcinoma de laringe t*e*ípé en I *pafta en cí alto 2m
la novena posición en número de defunciones por cáncer íl 76K defunciones» cu
hombres, no estando reflejadas las de la* mujeres; Ü-ópe/ Ahcnfc O. ct ai 2íKlí<t»^
Mientras que nuestro país ocupa un lugar intermedio, en comparación con «ti*** países de
la Unión Europea (UE), en la incidencia del conjunto de los tumores malignov c\ cáncer
de laringe en hombres, presenta tas tasas de incidencia y mortalidad más altas de ía Uli.
En 1.998 ocupó el primer puesto entre las tasas de incidencia de esle tipo 4c cáncer en la
UE. con una Tasa Ajustada (TA) por 100.000 (población estándar europea) de í%3'h
frente a la inedia de la UE de IO\79. Por otro iadoT ía tasa de mortalidad en Bspana por
cáncer de laringe en hombres para el mismo aflo, también ocupó el primer lugar entre ías
tasas de mortalidad por carcinoma de laringe de ía UE. con una TA por 1 00 000
(población estándar europea) de 8,15, frente a los 4,68 de la media de la UJ:, Por d
contrarío, las mujeres españolas en 1,998, tuvieron la tasa de incidencia por cáncer de
laringe más baja de la UE, con una TA por 100,000 {población estándar europea) de
0,42, frente a la media de la UE de 0»88« y la segunda TA de mortalidad más baja de 3a
UE, sólo por detrás de Finlandia, con un 0,20, frente al 0,34 de ía media de fa VE,
(Ferlay J, et al. 1999).
2,2 FACTORES PRONÓSTICOS EN EL CARCINOMA LARÍNGOFARÍNGEG
Aunque la clasificación clínica (TNM) es útil para valorar el pronóstico de grupos de
pacientes con carcinoma epidermoide laxingofaríngeo, no puede anticipar la evolución
clínica de cada caso (Feríifo A, et al. 1995; Reíd AP, el aL Í991). Por eso, se han
buscado indicadores pronósticos adicionales para intentar predecir mejor la evolución de
cada páctenle y mejorar al máximo su atención, La identificación de factores inmorales
que nos ayuden a discriminar 4c fon» fiable las formas» má* sgmiv«u de i* enfermedad
frente a las menos agresiva», seria de una gran utilidad para emplear con mayor prcemeta
tratamientos compleméntanos o traiarntcnh* mis agresivos cuando sea nccc*arto y
evitar morbilidades, mayores estancias y coste* cuando sea posible
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 Factores pronósticos clin icos en el
tanngofaríngeo
La mayor parte de tos datos concernientes a Jos (actores pronostico» clínicos provienen
de pacientes tratados mediante radioterapia. Se ha demostrado que consumo de aícohol
se correlaciona negativamente con fa supervivencia íPradier R, et ai. J993}. Ija
afectación gangltonar es el factor pronóstico más importante, tanto en las senes
quirúrgicas como en las radtoterapeuficas. La presencia de afectación de ganglios
linfáticos reduce a la mitad las tasas de supervivencia ISicll PM. el a! 19«W> I I
pronóstico del cáncer de laringe varia considerablemente en función del tugar anatómico
de origen de! tumor, lo que influye en la aparición temprana de síntomas y. por tanto, en
el estadio al diagnóstico y en la posibilidad de una resección quirúrgica radicaí. Los
tumores glóticos tienen un pronóstico más favorable que los supragféticos o ios
subglóticos (Pera E, et al, 1986), El volumen del tumor primario se correlaciona
estrechamente con la tasa de control toca! que se obtiene con Ja radioterapia. %m
tamaños o niveles tumorales definidos por el T fias categorías de T) según la UICC
(Unión Internacional Contra el Cáncer) son, generalmente, bastante eficientes para
predecir la probabilidad de control local. La variable clínica acerca de la extensión local
más relevante es la movilidad cordal (Lee WR, et al. 1993; FJein DA, et al. 1993 K Se ha
visto que la iraqtteotofnía previa reduce la supervivencia, probablemente porque
incrementa el nesgo de rccurrcncia en el estoma trabuca! (Manm U, cf al IW2) l a
respuesta a la quimioterapia es un factor nredictm» importante Je re*puesu poMcruti a la
radioterapia, como se ha demostrado por los» resultado* de te ensayos de prevervaat tn de
órgano* Un nivel de hemoglobina mayor de f2,5g,dl durante ía radioterapia se ha
descrito como un factor predictivo de la respuesta tumoraf en el carcinoma de faringe
avanzado y del resultado tras el tratamiento quirúrgico de ios paciente» con carcinoma
glótíco (Nguyen-Tan PF, et ai. 2001; Lutterbach J el ai. 2000}
2.2,2 Factores pronósticos anatomopatoléeicos en el carcinoma
cpidermoide lgr*ntírtfaríngeo
Los diferentes parámetros anatomopatológicos pueden dividirse según hayan sido
valorados mediante morfología convencional y ios que hayan requerido técnicas
auxiliares.
2,2.2.1. Valoración morfológica convencional
Et pronóstico de un paciente refleja h interacción entre ía biología áe$ tumor, la
situación subyacente, )as defensas del huésped y los resultados terapéuticos (Stcll PM,
1990). Los anatomopatólogos han intentado, con éxito limitad©, predecir la agresión
tumorai y la eficacia de las defensas naturales del huésped basándose en la morfología
convencional
II
A. Factores, propios del lumm
Al Grado del turnar
i*J valor pronóstico del grado de) tumor en el carcinoma cptdcrmoirfc lanngofaringco es
{imitado debido a la carencia de un sistema de gradación aceptado umversalmente, fa
subjetividad inherente, la modesta reproductibüidad de la gradación histológica y H
posible heterogeneidad del grado dentro de un mismo tumor (íiracro N. el al. 1980}. bn
numerosos estudios se ha visto que el grado lumoral predecía fa presencia de metástasis
gaagüonarcs (McGravran MH, et al. 1961; Bennett Síf, et al 1971; L und C , e! al J979,
Stcll PM, 1990; Ghouri AF, el al 1994; Resnick JM, el aí 1995), la recurrencia í Benndt
SH, et ai 1971; Russo A, ct al. 1995; Welkoboreky HJ, et a?, Í99S) y la supervivencia
global (Bennett, SH, el aí. 1971; Lund C, el al. 1979; Pera li, ctal !«*«<>; StcH PM, 1990;
Hirabayashf H. ct al. 1991; Wierntk G, d al. 1991; Wclkohor*ky i|J, d at Í99$} Sm
embargo, U utilidad pronostica independiente de! grado del tumor, mto m M establecido
en una» poca* publicaciones (Pera K, et al. 1986; Wkmik G, cf al Í99I» Resnick JM, eX
a l 1995; Russo A, et al, Í995; Welkoborsky HJ, el al. Í995). Por c? contrario, muchos
autores no han logrado demostrar de forma concluyente una correlación independiente
entre ei grado del tumor, la recurrencia y la supervivencia global íEiband ¡Dy ct aL 19K9;
Foote RLT et al, 1989; Goldsmith MM, et at. 1992; Kowalsky LP, et al Í992; Mam» JJ,
et al. 1992; Munck-Wikíaixf E, et al. Í993; Patt BS, et a) Í993; Pradrcr R, el al 1993;
Tennvan J, et aL 1993).
El grado del tumor puede estar relacionado con el pronóstico, sobre todo en los extremos
del espectro (es decir, carcinoma epidermoide mal diferenciado en comparación con
carcinoma epidermoide bien diferenciado (Kowaisky LP, et aí 1995), No obstante, el
grado del tumor como Tactor pronóstico independíenle en el tanmoma cpuictm<»ídc
aún suscita controversia.
A~2 Bordes quirúrgicos
La afectación de lo* borde» quirúrgicos por cí tumor puede ser un importante
independiente de mal pronóstico en el carcinoma cptdcmioidc lanngofarmgco
(Kowafsky LPt ct al, 1991: Manní JJ, el ai, J992>, Hn una sene de casos, el cuido de los
bordes de resección fue el factor anatomopaiotógico de mayor importancia para la
supervivencia duplicándose el riesgo de recurrencia o muerte en los que tenía» bardes
positivos (Kowalsky LPt et al. 1991). Otro estudio demostró que el 30% de las piezas de
ferúigectotnta examinados mediante corles seriados de todo el órgano tenían bordes
positivos. Se observó recurrencia local en el 48% de lo* easns con Ixirdcs afectos, y rtn ía
hubo cuando el tumor estaba a más de 2mm de? borde U-am KM, cí af 19HK) íícl
mismo modo, los bordes positivos en laríngccfomfas parciafe^ vcftícale;* se identificaron
como factores predictivos independiente supervivencia global y hbre de enfermedad
(Soo KC, et al. 1988). Paradójicamente^ e( mismo grupo encontró que ios bordes
afectados en las lanngectomfas parciales supraglóticas no tienen un importante impacto
en ta recurrencia o la supervivencia (Soo KC, el al. 1988),
A-3 Frente de invasión tumorat
Se ha dado a entender que el carcinoma epídermoide laríngofaringeo con bordes
infiltrantes tiene peor pronóstico que el que tiene bordes que producen desplazamiento,
aunque esto no se ha demostrado de manera general ÍMcgravran MU, et aU % l ; Pera, E,
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Htrabayashi H, ct al, 1991; Kctd AP, el al 1991.) Mucho* ctiutlm*. emm*Mm¡M J»
importancia de la afectación de los ganglio* hnfá*ico> como fatiwtprcdic
independiente de recunvncía, supervivencia y pronosiif« gtfncnif (Pera I-, el al
liband JD, ct al 1989; Foole Rt , ct al 19H9; Manm JJ. cf al t*W2 Pan HS, cf ai
Pradicr R, et ai. 1993). La afectación ganglionaf es todavía cí mejor factor predicfivo de
la evolución clínica (Schufler DE, et al 1980; Snow GB. ct af Í982; Decker JW. el al
1986; Stell PM, 1990; Manni JJ, el a l 1992; Barona de fiu/man R. el ai. !993(3)»
En el contexto de las metástasis ganglionares. conocidas, hay descritos otros factores que
pueden influir en et pronóstico^ como son la diseminación ganghonar caracapsuiar y el
número y localización de los ganglios linfáticos cervicales afectados. La diseminación
extracapsular del tumor en las metástasis gaiígtionares se considera un indicador
pronóstico adverso que se relaciona de forma importante con la recurrenda y fa
disminución de la supervivencia (Bennett SH, el al. 1971; Snow GB, ct al 19X2;
Snydcrman NL, et al. 1985; Siefl PM, (990; ÍKntt>aya.shi M, el a! 1991, Barona de
Guarnan R, ct a!. !993<»>; Harona de Ou/mán H, ct al. I99.1íb»; PaH »S, ct ai 1993;
Kowalsky LPt et al. 1995;). El número de ganglios metastásicos también puede ser últí
como indicador pronóstico (Snow GB, et al. 1982; Cárter RL, et ai. 1987; Barona de
Guzmán R, et al. 1993{a); Welfcoix>rsky HJ, et a1. 1995). Algunos autores refieren que
las metástasis en más de dos ganglios linfáticos tienen peor pronóstico íKíeinsasscr O,
1992; Barona de Guzmán R, et al. 1993fb);)> mientras que otros indican que no hay
relación entre el número de ganglios linfáticos afectos y el pronóstico f Hirabayashí H, ct
a l 1991; Manni JJ, et al. 1992), Ls localización de los ganglios linfáticos positivos en el
cuello también puede influir en el pronóstico de£ carcinoma epidemnoide íanngofaríngeo
(Schuller DE, et al. 1980; Kíeinsasser O, 1992;).
B. Factores propio* del
B-1 Interfase huésped- fumar
Kl tipo y grado de la reacción inflamatoria del huésped frente al tumor, pueden repercutir
en el pronóstico. La eosinoftlia intensa de tejidos relacionada con el lumor íTATI}. la
infiltración peritumoral con células de Langerhans y una inflamación Imf«t«í<? ¿húndanle.
se han considerado como indicadores de buen pronostica «ialla Ot ct al, \99);
Goldsmith MM, et ai. 1992; Thompson AC, et af.1994) Sin embargo, algunos autores
ponen en duda la importancia pronostica del TATK en el carcinoma epidermotefe
lanngofaringeo (Sas&Ier AM, ct al. Í995).
8-2 Ganglios Un/áticos
Kl aspecto histológico de los ganglios linfáticos cervicales benignos puede reflejar la
reacción del huésped e influir en el pronóstico. La presencia de ganglios linfáticos que
muestran cambios reactivos como histiocitosis sinusai, hiperplasia folicular tfnfoíde o
numerosas células plasmáticas se relacionan con menos metástasis y mejor supervivencia
(Bennett SH, et al. 1971; Berlittger NT, ct a i 1976; Fatt BS et al. T993). Del mismo
modo, la identificación de Repleción Hnfoide en ganglios linfáticos cervicales se ha
vinculado con mal pronostico (Berltnger NT, et al, 1976; Galioto GB. et al. 1987). Sin
embargo, otros investigadores no pudieron establecer una relación entre el aspecto
histológico de ios ganglios linfáticos no afectados y las metástasis ganglionares (Cárter
c t a i í987)(II). , ~-
\
fin resumen* debido a la ausencia de criterio* establecidos, la evaluación óc c\tc grupo tic
parámetros histológicos es muy subjetiva y MI rcpruducthiMad es ptbte
til estado de ios ganglios linfáticos* incluida la diseminación c^iracapsulai. es el único
dato morfológico convencional que ha demostrado de manera convincente que fienc
importancia en et pronóstico del carcinoma l aringo fafíngco Ol im rangos his1of«í>gic<»s, en
particular el grado del tumor y los borde;» de resección, también pueden relacionarse con
el pronóstico.
2.2,2,2. Valoración mediante técnicas au*tijares
Estas técnicas proporcionan información sobre el tumor, que no puede deducirse del
examen histopatológico habitual. Son mas cuantitativas y rcproduciWcs que la
morfología convencional.
A. Píotdfa de ADN
Lo% tumores aneuploides son aquellos con un contenido anormal de ADN. En muchos
tipos de neoplasias los tumores aneuploides son más agresivos que la c«ntraparfida
dtploide. Habttualrnente, la pioidía del AON se averigua mediante chometría de flujo de
ADN o mediante análisis de imagen.
La relación entre la ploidfa de ADN, establecida mediante citometria de íiwjo de ADN y
et pronóstico en el cáncer de cabeza y cuello y en el carcinoma cpidermoide
laiingofarfngeo presenta resultados contradictorios. Varios autores refieren que la
aneupioidia conlleva un riesgo importante de recurrenda local en Jos carcinomas
glóticos T I tratados con radioterapia (WesteiteeÍE HA, et al. 1993». Para otros, la
I?
probabilidad de rccurrencia iras, traumicnio con radioterapia en taremomav glóiuo*. I i
T2 es mayor cuando estos lumores son dipíotdcs (1 ofTolp ti, ci s? f*W» t n tumores, en
estadios más avanzados, la ancuploidia no rcsuluV un factor Mgmfieaovti <ie recutrenoa
local o de supervivencia global ( Russo A. el al 1 995 K mientras otrov irahajns consideran
que, en pacientes NO, la ancuploidia es un factor prcdiciivtt independi en ic de metástasis
ganglionares o de supervivencia globaí (Resmck JM. ci a i 1995} Alguntw, tmlttm
refieren que el carcinoma epidermoíde iaringofaríngeo ancupfoidc m relaciona con un
pronóstico más favorable (Goldsmiífc MM, cí al. I9M6).
£1 aumento del ADN tumoral detectado mediante análisis de imagen en el Garcmoma
laríngeo se ha relacionado con Jas metástasis ganglionarcs y la rccurrcncia lumoral <Wolf
GT,etal. 1994).
B. Actividad
La actividad prolifermtiva de un tumor puede reflejar su potencial hioíógito y
sensibilidad al tratamiento.
La utilidad de la fracción de fase S para predecir el pronóslico y la respuesta aí
tratamiento en el carcinoma epidermoide íaringofaríngeo y en el cáncer de cabeza y
cuello ha sido poco conduyente. Una fracción baja de la fase S &e ha relacionado con Ta
ocurrencia locaf por algunos autores (Tennvall j , ct al, 1993), mientras que otros
refieren que una fracción elevada de la fase S es un factor predicíivo independiente de
recaída y muerte (Russo A, et aí. 1995).
Algunos estudios han demostrado que existe una relación entre la expresión de Kió7 oí
eí carcinoma epidermoide faríngeo y las recurrencías o la aparición de metástasis
gangüonares (Wetkoborsky HJ, et al 1995; Franchi A, et al, Í9%K Otros no encontraron
IK
ninguna anociaciótt entre el Ki67 y el iiempo libre tic enfermedad, ía
global o la» metástasis gongHonores (Roland NJ. el al 1444. Kcsmck JM. el al
C. Oncogcncs y < ¡enes S
Los principales ortcogenes y genes supresores que se han relacionado c«n el carcinoma
de laringe como el Ras, Herb-2, p53 y otros, carecen, cu Ja mayoría de los estudios de
implicaciones pronosticas en rf cáncer laringofaríngeo (Miyagucht, el al 1991; Mauti/t
M, et ai. 1992; Scambia G, et aL 1994; Nadal A, ct al 1995; Salam MA. el al I99S>
D. Otros
M relación entre la expresión ác la cadhcrína U y la presencia de metástasis ganglionares
se ha estudiado por diversos autores con diferentes resultado* Para afgunm h
disminución en la expresión de fa cadhcrína-H se relaciona c*m un aurnenfo de hm
metástasis gangltonares en el cáncer de faringe (l-ranchi A, et al Í99^K mientras que
otros no encontraron ninguna relación entre el nivel de expresión de la cadhenna-E y la
presencia de adenopatfas metastásfcas en un grupo de 50 carcinomas epidermoides de la
cabeza y eí cuello (Mattijssen V, et al. 1993),
Como podernos vert el estudio del comportara?eiílo biológico iumorai, mediante esía-s
técnicas auxiliares resulta de poca utilidad.
En los últimos años, los esfuerzos de varios grupos de investigadores han logrado un»
importante mejora en la comprensión def proceso de progresión lamerá!, que nos ha
proporcionado nuevas herramientas para identificar aquellos tumores con mayor
probabilidad de metasf&tt/ar y que. por umto. pudrían set u i i lo paro **putrn/at \u
diagnóstico-terapéutico y establecer un pronóstico más preciso
\itudios sobre la físiopaiologia lumonti. asi MMW el dcscubnmicnf** relíenle dr
nuix»dores específicos del endotelio tinfálicu y de los factores de cnximtcnUí que lo
estimulan, han posibilitado el estudio, por pnmera ve/ de forma convincente de ta
microcirculación linfática tumoral. del proceso de Imfangiogéncsi* íumoral y de 1<*s
mecanismos por los que las células cancemsas entran en ios capí taro
HIPÓTESIS
3. HIPÓTESIS
Los carcinomas se diseminan prefcrcnlcmenic por vía Jwtíliica I ,1 prrscmia de
linfáticos intratumoraies y ia expresión del facfor -í* de crecimiento cndotehaJ
(VKGF-C> favorecen la diseminación gangüojiar en el camnoma bntigofaritigcct y,
, influyen en su pronóstico.
3J DESARROLO DE LA HIPÓTHSIS
Se estudiaron dos grupos de pacientes; un grupo sin metástasis gargltonarcs y <nm con
ellas. En ambos grupos se estudiaron por separado ía presencia y el tipo de U T, la
expresión del VEGF-C y distintas variables clinicopatoíógicas cíá-sica1» como;
locatizactón y tamaño tumoraL grado hísíoíógico, recidiva, edad del paciente y
admistración de tratamiento complementario con radioterapia Por último, mediante un
análisis estadístico, se procedió a rcfacionar esta1» variables cnife m y con U
supervivencia global y libre de enfermedad.
v-t
OBJETIVOS
4. OBJETIVOS
1. Idetitifícar los vasos linfáticos mu.jalesm intiununak-s cu c! carcinoma; tptéermt\üte
lanngofaringeo mediante la expresión del marcador del cmloictiei Imíátrco I*A22f* y
establecer los criterios morfológicos de Einfangiogénots tnfraiumoml
2. Detectar la expresión tumoral del VI-XÍÍ--C".
3. Analizar la relación de estas variables entre si y con fas distintas variable*
dimcopatoiógícas clásicas del carcinoma faringofanngeo como: lí»calí/acióíi. tamaño
tumoral* grado histológico, edad, administración de radioterapia postoperatoria y,
especialmente, con las recidivas.
4. Analizar la influencia de las distintas variable» en la supervivencia global y libre de
enfermedad.
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5. MATERIAL Y MÉTODOS
5 1 MATMRIAI. DE LA MüI-STRA DI PAC II NTI S
Se realizó un estudio retrospectivo en 130 pacientes íI2K hombro y 2 niu.icrcví
tratamiento previo, intervenidos quirúrgicamente de un carcinoma epidcfmoidc
infiltrante lahngofaríngeo. Los bordes quirúrgicos de las pie/as fueron negativos I n
función de la presencia o ausencia de metástasis gangjionares cervicales iniciales,
demostradas de forma cuntes (radiológica) o anatomopatnlégica, este grupo de paaenics
se dividió en dos grupos: N(0> {ausencia de metástasis gangüonares) y %(+> ípresencia
de metástasis gangíionares). El grupo N(0) quedó conformado por 76 pacientes y eí Nf+)
por 54, Los datos clínicos se obtuvieron del archivo del Servicio de Otornnoíaringologia
del Hospital Universitario de la Princesa de Madrid, Las características de los dos grupo*
fueron las siguientes:
Grupo N(0>. Ausencia de
La media de edad de los pacientes incluidos en este grupo fue de 62,88 años con un
intervalo de 41 a 87 años y una desviación estándar de -+M K K! seguimiento medio de
los pacientes fue 70,26 meses (40-128] con una desviación estándar de 4/. 26.4H meses.
Los pacientes se clasificaron en dos grupos según eí tamaño fumoral: inicial [TI-T2]
(48,7%) y avanzado IT3-T4] (51,7%).
Las loralizaciones tumorales que se registraron fueron: supraglótica (34.2%). gíófica
(60,5%) e hipofarfftgea (todos del seno piriforme)
Según su diferenciación histológica íos tumores se agruparon como bien ütícrrciui¿u1t»s
(40%), moderadamente diferenciados £$&%} y poca ihícrcncimlmj JMn<
Grupo N'<+). Présesela de mefáiUsb gangH ofiaret
La media de edad de este grupo fue de 6 0 , M </.9 anos con un intervalo tic 40 a H I
Et seguimiento medio fije de 40,02 +/- f J 3 meses f 5- lOHj
La distribución de los dos grupos de pacientes en función del tamaAo tunwrai fue: inicial
{TI-T2J (17.3%) y avanzado {T3-T4] (82.7%).
Las localizacfones tumoraJes ftieron: supraglóttca (61,5%), glótica (Í5,4%f c
htpofaríngea (seno piriforme) (23,1%).
Los grados de diferenciación histológica observados fueron: bien diferenciado* O9.2%),
moderadamente diferenciados (32,7%) y poco diferenciado* (48,1 %J.
A todos lo» pacientes, a excepción de tos tumores glóircos Tía» se íes rcalt/ó un T AC
cervical.
En el grupo N(©>, 11/76 pacientes (14,47%) recibieron radioterapia postoperatoria A
27/76 pacientes (35,52%) se les realizó una disección cervical bilateral, a 17/76
(22,36%) unilateral y 32/76 pacientes (42,1%) no tuvieron tratamiento cervical inicial
(29 de ellos eran estadios iniciales gfóticos).
En e! grupo N(+), a casi todos los pacientes* se fes administró radioterapia postoperatoria,
49/54 (90,75%), mientras que 5/54 pacientes (9,25%) no la recibieron. Fn todos Jos
pacientes menos en uno (paciente con un tumor glótico Tib con afectación de comisura
anterior) se realizó una disección cervical (98,14%). En 37 54 pacientes (68*52%) la
disección cervical ftie bilateral y en Í6/54 (29,63%) unilateral.
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La estad !fícación de lo* tumores se ajustó a la tlaMikjuum t NM t w I TLNNM Í « C <fr
la AJCC/UICC) {American Joint Commiltee tm t\tmrrIntcnHttumal f nnm .4&m*t*í
Cáncer).
5.2 ESTADIFiCACIÓN RÍX CÁNCHR tARINíjí>FARÍNr¡f O
El sistema de estadifícación que M: ha utiTí/adQ en este trabajo es el sistema *Je
clasificación TNM (6* edición <2OO2> de la A J Í €UK( )
(tottp://www.caneeretagtng.org|. El sistema TNM es ía expresión de ía cxicnsjón
anatómica de la enfermedad en cuestión y está basado en U evaluación de tres
componentes:
T: Hace referencia al tamaño o extensión de! tumor primario.
N: Hace referencia a la ausencia o presencia de metástasis linfáticas regionales y, en este
último caso a su cantidad, locali/Ación y tamaño.
M: Hace referencia a la presencia o rto de metástasis s dis
Uiringe
Para la sistematización del estudio de la estadiffeación tumora! de la laringe es fieccsaria
la división anatómica de este órgano en diversas regiones. El esquema de la división
anatómica de la laringe es:
Supraglotis:
-Epilaringe:
-Epígíotis suprahiordea,
•Repliegues arítenoepfglóticos,
-Arítenoides,
Stipragiotis excluyendo la epi laringe:
-Hpigíoíis mfrahíoidea
-Bandas
•Ventrículos laríngeos.
Glotis:
-Cuerdas vocales.
-Comisura anterior.
-Comisura posterior.
Subglohs
Tx: El tumor primario no se puede evaluar.
70: No hay evidencia del tumor primario.
Tis: Carcinoma in site.
Supraglotis
TI: El tumor está limitado a una sublocalizacrón (¿localizador??) de fa supragloífs con
movilidad normal de las cuerdas vocales.
T2: El tumor invade (afecta) la mucosa de más de una sutílocalizaeión (¿locali/-ación?)
de la supraglotis adyacente o de la glotis o de alguna región fuera de la supragfotis ( como
por ejemplo ia mucosa de la base de la lengua, vafíécula o pared medial def seno
piriforme) sin fijación de la laringe.
T3: Tumor limitado a la laringe con fijación de la cuerda vocal y/o con invasión de
alguna de las siguientes zonas: área refrocricoidea, espacio preepigTóíico, espacio
parsglólteo y/o erosión menor del cartílago tiroides (cortical interna)
T4a; El tumor atraviesa el cartílago tiroides y/o invade ICJKÍ»K má* aíl.t de la
(como por ejemplo; la tráquea, los (ejidos blandos del irgclfo INC luyendo \a
profunda extrínseca de la lengua, la musculatura fircMroufre. fiiánduli» immlc>* t*
esófago).
T4b: El tumor invade (afecta) ct espacio prcvcrfchral. arteria carótida, o csiruciuras
medíastm icas.
Ghíis
TI: El tumor está limitado a la/s. cuerda/» vocai/s (puede afectar a la comisura amcriitr o
posterior) con movilidad normal.
Tía: El tumor está limitado a una cuerda vocal,
Tlb: El tumor afecta a ambas cuerdas vocales.
T2; El tumor se extiende a la supragfoti.s y/o la subgTniis o con movfhdad cordal
disminuida.
Ti; Hl tumor está limitado a la laringe con fijación de fa cuerda vocal, y/o invasión del
espacio paragtdficQ* y/o erosión menor del cartílago tiroides (cortical interna)
T4a: Ei tumor atraviesa ef cartílago tiroides y/o invade tejidos tnás allá de ?a laringe
(como por ejemplo: la tráquea, los tejidos blandos así «udl© incluyendo la musculatura
profunda extrínseca de la lengua, la musculatura pretiroidea, glándula tiroides o
esófago).
T4b: Et tumor invade (afecta) eí espacio prevertebraí, arteria carótida, o estructuras
mediastínicas.
Subgiotis
TI: El tumor está limitado a la subgiotis,
T2; El tumor se extiende a la/» cuerdas vocal* ton movth&ui mistai miniial o
disminuida.
T3: MI tumor está timitado a Ja laringe con fijación tonto!
T4a: El tumor atraviesa el cartílago ttroide* $m invade tejidos más alta de U laringe
(como por ejemplo: ta tráquea, los tejidos blando* del cuello incluyendo la musculatura
profunda extrínseca de la lengua, la musculatura prctirotdca, glándula tiroides o
esófago).
T4b: E! tumor invade (afecta) el espacio prevcrtcbral, arteria, carótida, o estructuras
mediastínicas.
Gandíos Linfáticos Regionales (Ni
Nx: No es posible evaluar los ganglios linfáticos regionales
NO: No hay metástasis en tos ganglios linfáticos regionales
Nt: Metástasis en un único ganglio linfático homnlatcrat igual 0 menor de
 3 cm de
diámetro mayor.
N2a: Metástasis en un único ganglio linfático fiomoiateraí, de más de 3cm.. pero de
menos de 6 cm. de diámetro mayor,
N2b: Múltiples metástasis gangüonares homo!ateralest ninguna mayor de 6 cm. de
diámetro mayor.
N2c: Metástasis ganglionares cotitraíaíeraics o biíatcraSest. ninguna mayor de 6 cm. de
diámetro mayor.
N3: Metástasis gangiionar mayor de 6 cm. de diámetro mayor.
Metástasis a Distancia
Mx: No es posible evaluar tss metástasis a distancia.
MO: No hay metástasis » distancia.
Mt: Sí hay metástasis a distaratu.
Para la sistematización del estudio de la cstadifkacrón lumonih a) igual que en te laringe
también dividimos la hipofaringe en distintas focaNiacioncs anatómicas que MW las
siguientes:
Área retrocrícoidea: se extiende desde el nivel de los arifcnoidcs al borde mfenor deí
cartílago crícoides.
Seno piriforme: se extiende del repliegue fartngoepígfótico al comicn/o del esófago
cervical. Lateralmente limita con el cartílago tiroides y mcdialmenic con el repliegue
aritenoepiglótico, cartílago antenoides y cartílago crícoides.
Pared posterior faríngea: sus limites se extienden desde la vallccuia hasta c! nivcf ác tes
articulaciones cricoaritenoideas.
Primario (Ti
Tx: El tumor primario no se puede evaluar.
TO: No hay evidencia del tumor primario.
Tis: Carcinoma in situ.
TI: El honor está limitado a una localización de la btpofarínge o mide 2 cm. o menos en
su diámetro mayor.
T2: El tumor afecta a más de una tocalizacién de la hipofarmge o un lugar adyacente o
mide más de 2 cm. pero menos de 4 cm., sin fijación de la hemilaringe.
T3: Eí tumor mide más de 4 cm. en su mayor dimensión o fija íz nemilaringe,
T4a: Kl tumor aféela estructuras como los cariifag t***fmtioV* a trm-oidc*. el
bioides. ia glándula tiroides, ci esófago o icjido* bfamíov cervicales cont« kt
prclaríngeos o la grasa subcutánea.
T4b: U\ tumor afecte la faseta prevertebral, la ancua carótida o eslrupturas medias! mica*
Ganglios Linfáticos Regionales (Hí
Nx: No es posible evaluar tos ganglios linfático}* regionales.
NO: No hay metástasis en los ganglios linfáticos regionafes.
N I : Metástasis en un único ganglio linfático homoiaicral igual o mentir de 3 cm, de
diámetro mayor.
N2a: Metástasis en un único ganglio linfático tiomoialerai, de más de 3cm., pero de
menos de 6 cm, de diámetro mayor,
N2b: Múltiples metástasis gangijonares homol atcra ící», ninguna mayor de 6 cm de
diámetro mayor.
N2c: Metástasis gaitglionares contraiaterafe* 0 bilaterales, ninguna mayor de 6 cm de
diámetro mayor.
N3: Metástasis ganglionar mayor de 6 cm, de diámetro mayor.
Metástasis a Distancia
Mxr No es posible evaluar las metástasis a distancia.
MO: No hay metástasis a distancia.
M I : Sí hay metástasis a distancia.
En función de la afectación de los distintos componentes f , K M j » se establecen los
distintos estadios minórales deí cáncer de laringe e hipofaringe.
Estadios Tumorales del €*áncer de I onngc y de ilipoíaii
listadlo 0 Tís NO MO
Estadio1; TI NO MO
Kstadioü: T2 NO MO
Estadio 1EI: T3 NO
Estadio IVA: T4a
TI
T2
T3
T4a
Tí
T2
T3
NI
NI
NI
NO
NI
N2
N2
N2
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
T4a N2 MO
Estadio IVB: T4h Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
Estadio ÍVC: CuaíquierT Cualquier N MI
5.3 CLASIFICACIÓN DEL GRADO HÍSTOLÓGÍCO
Se ha utilizado la clasificación realizada por la OMS par» cáncer de laringe Esta
clasificación se basa en la queratínización y en la» similitudes globales del epitelio
tumoraí con respecto si epitelio escamoso normal,
- G 1 : bien diferenciado.
- G2: moderadamente diferenciado.
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- G3: pobremente diferenciado o anaplástct*
5.4 MÉTODOS INMUNO!IISTCXJI-ÍMI COS
Se analizaron las piezas operatorias obtenidas del archivo écí Servicio de Anatomía
Patológica de! Hospital Universitario de La Princesa Tenían las muestras se fijaron en
formol al 10% y se incluyeron en parafina. Para el propósito def estudio se u1fli¿aron las
muestras más representativas de la lesión inmoral, así cutno muestras de tejido normal
corno patrón de referencia,
5.4. t Valoración de la presencia de vasos linfáticos mletales
íntratumorales mediante la expresiónde) aniigcno PA2.26.Técnica
inmunohistoqufmica.
El anticuerpo peticiona! anti PA2.26 humano se obfuvo mediante mmum/acmn en
conejo con un pépttdo sintético que comprendía los aminoácidos 37*51 CiVsfJ <feí
ectodominio de la protefna PA2.26. El método de producción del anticuerpo ha sido
descrito en detalle previamente (]1>. £1 antísuero anti-PA2.26 h& nido optimizado y
analizada su expresión en una gran mayoría de tejidos humanos, demostrándose MI
especificidad para endotelio linfático. Bf cpííopo que reconoce csic antisucro no se
enmascara con el formol, por lo que no es necesario emplear técnicas de
desenrnascaramiento. Las muestras de tejido fueron cortadas en un microlamo rotatorio a
3 um. de espesor, se desparaftnaron y se incubaron a temperatura ambiente, durante una
hora, con el antistiero anti-PA2.26 a una dilución 1/4000, Bl complejo Envision-t-
peroxidasa antí-conejo (HRP; Dako A/S, Gíostrup, Dinamarca) se empleó como
15
anticuerpo secundario. MI producto de l« tc&eeifm anh|>ctní anDiucrpo K te\d«» om una
solución de di&minobencidina y HjO?. IJ>S núcleos se linerwn con hemaumlma de tlamv
(IS segundo») y ías muestras se deshidrataron en alcohole* de conccnuwi oncK ereu cnics
y se montaron con un medio permanente (KukitiKO. Kmdlcr «Mltit&c:»..; |-'rcihurg,
AtemanLa).
5.4.2 Evaluación de la tinfangiogénesis Intratumoral (IJTj
En el análisis descriptivo de la arquitectura de la irucrocirculación se valoré la presencia
de vasos linfáticos iniciales inirsturnoraics, Como muestra control se utilizaron muestras
de tejido obtenido de mucosa laríngea sana de los mismos pacientes. Vi evaluación de la
linfangiogénesis se basó en criterios cualitativos como la presencia de vasos Hnfáticos
iniciales en el seno de la masa tumoral, la intima relación de estos vaso* linfático* OM
las células inmorales <Ftg. 1 A y B) y, por último, la presencia de proliferación
intravascular de! endotelto linfático (Fig. 1 C y 13).
Los casos en los que se observó la presencia de UT se dividieron en dos grupo» en
función de la cantidad de linfáticos iniciales intratumorales observados, de forma que
cuando el número fue mayor de dos en tres campos de (20*(, se clasificaron como
linfangiogénesis 4c alto grado; y cuando fue igual o menor de dos, como
Hnfangiogénesis de bajo grado.
BM R
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Figura 1
,*7
cndoieltal-C CVl¿<j|-:4¿\.Técnica inmtinohisk>nuimica
La inmunotinción de VfcGF-C se iíevó a cabo mediante el mefod**
(HRP; Dako A/S. Gíostrup, Dinamarca) con recuperación antigcnica inducida por calor
utilizando lampón citrato a pH 8. Brevemente, los cones incluidos en para fi na fueron
micialmente desparañnados en xylol, rehidralándosc en alcoholes de gradación
decreciente y lavándose posteriormente en P8S (fosfato buffet salino). A continuación,
se realizó el bloqueo de la peroxidasa endógena y se procedió a la recuperación
amigéíiica en otla a presión durante 2 minutos en lampón dirafa a plt H. PíDsieriorrrieííte,
se incubó durante loda la noche con el antisuero de conejo anti-V|-XSF-C iZymeé Lab.;
San Francisco, California, U.S.A.) a dilución 1/ 100, Hl complejo Hnvi>ion'f-pcr«)t!da!va
anti-conejo fue utilizado como anticuerpo secundario. 1:1 producto de í« rcaccióti
amfgencHUUtcuerpo se reveló con una solución de diamírtobenodina y ll?r%, os
núcleos se tineron con hemattmiina de ¡larris (15 segundos) y Jas muestran se
deshidrataron en alcoholes de concentraciones crecientes, montándose en urt medio
permanente (Eukttt) (O. Kindíer G M & H & C O . ; Freiburg, Alemania),
5.4,4 Evaíuacióo de la expresión del VEGF-C
Se estableció una escala de gradación visual subjetiva para euantificar la intensidad de la
expresión cítoplasmática y granular del VEGF-C basada en uit sistema semicuantítativo
que iba de 0 a 3:0 (ausencia de expresión detectabfe), 1 (expresión dudosa o muy débil),
2 (expresión moderada pero clara) y 5 (expresión intensa). En las muestras de tejido
estudiadas se observaron,, con frecuencia en d mismo corte zona* fuinotalc?. con distinta
intensidad de expresión para el VI-<¡F-C". Un cMo* casos se conMtiem b zona tfc mayot
intensidad como la expresión representativa de la muestra 1-n U e\a\umum íinaí. frm
grados 2 y 3 se agruparon como expresión del VHííí-'-Cp ostftva (Hg 1 IJ y U>* grados 0
y 1, como expresión negativa (Fig I F).
Cotno tejido control se empicaron células musculares en estado de regeneración, nervio
periférico (células Schwann), o macrófagos.
La evaluación de las muestras histológicas se rcali/ó de forma consensuada por dos
investigadores sin conocimiento de las características clínica» de los pacientes, l-n los
casos dudosos se repitió ta técnica sobre nuevos cortei*,
5.5 MÉTODOS ESTADÍSTICOS
El estudio descriptivo de los datos consistió en c! cálculo de la media y desviación
estándar para variables cuantitativas y del cálculo de Eos porcentaje» para las variables
cualitativas.
La asociación entre variables cualitativas se esludió mediante el test de ía Chi-cuadrado
de Pearson o el test exacto de Fisher, cuando éste era aplicable.
Para comparar las medias de las variables cuantitativas entre dos o más grupos, se
utilizaron respectivamente el test de la t de Student & el análisis ée la varianm
El análisis del tiempo de supervivencia o de la supervivencia libre de progresión, se
realizó mediante el método Kapfan-Meier, y la comparación entre los distintos subgrupos
se efectuó mediante el test de log-ransk. Ef control de los factores de confusión o de las
interacciones para este tipo de variables tiempo dependientes, se consiguió mediante Ja
construcción de distintos modelos de regresión de €ox.
.w
Para el análisis mul lí vahante de k incidencia de IWWJM.II* W cmpícci una
logística tncondicioruida.
En todos los casos, se consideré como estadísti camente sjgmfkühvtis aquello*, p
menores de 0,05. Todo» ios anáfisis se realizaron con la ayuda del programa SPSS
versión tO.O, en la Unidad de Apoyo Metodológico de la 1-uíJdaición de
Btomédica del Hospital Universitario de ta Princesa de Matínd-
4(1
RESULTADOS
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6» RESULTADOS
6,1 GRUPO N(0). AUSENCIA DK METÁSTASIS CíAN<iUONAR| S
Aftátisf» de t* proeacia de LlT en el grupo N(0)
De los 76 pacientes que se estudiaron, se observaron signos morfológicos de
linfangiogénesis intratumoml (LíT) en 35 (46%). La imfangíogéncsís iniratumoraí fue de
alto grado en 16 y de bajo grado en 19.
En el análisis tin ivariante se encontró una asociación estadísticamente significativa entre
el tamaño del tumor primario y la presencia de LIT (PHXOMK de tal forma que cuanto
mayor era el tumor primario, mas frecuente fiíe la presencia de LIT, También se halló
una relación significativa entre la presencia y grado de LIT y ta aparición de recidivas.
De los diez pacientes con recidivas, nueve presentaron LlT y en ÍKHO de ellos, ésta fue
de bajo grado. No se encontraron asociaciones significativa* entre h presencia de LÍT y
la localizacion y el grado histológico del tumoT primario o la edad de tm pacientes
(Tabla I).
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ANÁLISIS LMVARiANTi: DE LA RELACIÓN PK LA PHKSfcM ¡A §»E L l I
CON RESPECTO A LAS DISTINTAS VARIABLES í U M í OPA l í ) l (X.ií AS
EN EL GRUPO
\ K I \ H l l s M I •
H \ . ) O t.UMUi
(Tabla I)
Análisis de I* exprwtóo del VEGF-C en el g r u p o
\IOH r
Supraglótico
Glótko
Hipo faríngeo
Tiaiío
Inicial <TI-T2)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Poco
Recidiva
No
Si
Edad
12(46,2%)
28 (60,9%)
r (25%)
26 (70,3%)
í 5 (38,5%)
13(46,4%)
14(56%)
8 (50%)
40 (60,6%)
1(10%)
64,2
7 (26.9%)
7(15,2%)
2(59%)
4(10.8%)
12(30.8%)
8 (28,6%)
4(16%)
4 (25%)
15(22,7%)
í (10%)
61,89
7í26.**%J
i 1ÚXTM
f (2S%)
7HK,9%>
12(30,8%)
7 (25%)
7 (28%)
4(25?/*)
I í (16,7%)
8<80%>
62,1
f),.tHÍ
CKK74
*-%»!
0,351
La expresión del VEGF-C se evaluó en 75 pacientes y en 45 «Ic elfos resultó positiva
Se halló una relación significativa entre ios casos que recidivaron y la expresión del
VEGF-C (P=O,O44)Í de iaí forma que de ios diez pacientes que recidivaron nueve
expresaron el VEGF-C» frente al 55,4% que expresando también el VECiF-C no
recurrieron. La relación entre la expresión de! VEGF-C y la presencia y el grado de L1T
tampoco resuftó significativa (P=0,I43) aunque se observé una tendencia a presentar una
mayor cantidad de linfáticos intratumorales cuando la expresión del VEGF-C fue
positiva, El 80% de los casos que presentaron línfangiogénesís intratutnoral de alto
grado, expresaron el VEGF-C, frente al 63,2% de los casos con linfangiogcnesis de baja
grado y al 51,2% de tos que no tuvieron fnifangíogéfüesis, No se observó asociación entre
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la expresión del Vf-GF-C y la Ionización, el tama/lo y el grado histológico del tumor
o la edad de los pacientes. (Tabta 2),
ANÁLISIS UMVARIANTÉ DE LA RELACIÓN DE LA EXPRfcSlÓN DEL
VEGF^CCON ESPECTO A LAS DÍSTIYTAS VARIABLES
CLÍMCOPATOLÓGICAS E \ EL GRUPO
Í VARIABLES V
Loralización
Supraglótico
(itótico
Hipolaríngco
Tamaño
Inicial (TI-T2)
Av^ctíado (T3-T4)
Grada
Bien
Mwleratto
Poco
LIT
LIT (-)
L1T(+) Alto grado
UT(+) Bajo grado
Recidiva
No
Si
Edad
12(46,2%)
t7(37TK%)
1 (25%)
16 (41,2%)
14 (36.g%)
7(25,9%}
12 (43%)
8 (50%)
10 (4S.8%)
3 {20%)
7 (3M%)
29 {A4£%}
1 (10%)
62
 h8
i VECF-C Positivo
I4(534*%1
2S (62,2%)
3 <75%)
21 (56\8%)
24(63,2%)
20(74J%)
13(52%)
8 (50%)
21 (51,2%)
12(80%)
12 {63 J%)
36(55,4%)
9(90%)
63,13
VALORP
0,645
0.641*
0,168
0,143
0,044*
0.899
(Tabla 2) • Ttsl Exacto de Fishcr
Análi&is de la íup*rvivtnciA crt el grupo .N(0}
Ningutií de tas variables analizadas en esto estudio influyó de una forma
esladfelinamente significativa en U supervivencia ytoKai [Tahla ^).
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AhÁLISIS UNIVARIANTE DE LA SUPERVlVKMClA íiLOBAL (SG) CO^^
RESFECTO A LAS DISTINTAS VARIABLES CLIMC<)PATOLÓGICAS E> EL
GRUPO N<O>
VARIABLES
Lneali/atión
Supraglólico
G [ótico
Hipofaríngco
Tamaño
Inicial (TI-T2)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Poco
LIT
LIT H
LIT (+) Alto grado
VECF-C
Negativo
Positivo
Radioterapia
No
S,
VALOR P
07S4
0,975
ÍU44
0,29
(i ' i ' I
0.28
{Tabla 3)
Sin embargo en nuestro modelo si existieron varios fatiorcs, que influyeron dt forma
significativa cu el acortamiento del tiempo libre de enfermedad como fueron la
presencia y el grado de LIT (P<E>hOÜ]) y la expresión del VEflr-C (P=0,038). Esta
relación se confirmó en d análisis muí ti variante efunde se comprobó que ]os pudentes
que presentaron LIT de bajo grado y expresaron VíííiK-C". tuvieron un pvriodo libre de
enfermedad 16,2 y 8,44 veces más corto (P=0T009 y P=O,O45) (Tabla 4) (f iB,[>,
••
'
•
LINFAWGI05ÉNESIS
INTRATUMORAt
*»o prado
tnf *rm«dad
EXPRESIÓN OEVEOF C
4* «nf«rm*dsd
Figura I La linfangiogénests intratumoral de bajo grado (A) y la expresión del VEGF-C
(B) se asocian a un acortamiento del periodo libre de enfermedad
ANÁLISIS UNÍ Y MU LTI VARIANTE DE LA SUPERVIVENC I A I.I8RIÍ DE
ENFERMEDAD fSLE) CON RESPECTO A LAS DISTINTAS VARIABLES
CLINICOPATOLÓGICAS EN EL GRUP > O
VARIABLES
Localizado»
Supraglótíco
Glótico
Hipo faríngeo
TftmMto
Inicial (TI-T2)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Poco
LIT
LITH
LIT (+) Alto grado
LIT {+) Bajo grado
VXGF-C
Negativo
Positivo
Radioterafíia
No
Si
Edad
ANÁLISIS
UN1VARIANTE
VALOR P
0,652
0,057
0,76
<0t00I
0,038
0,685
0r?5
ANÁLISIS MUÍ
VALOR P
0,134
0,924
0,009
0,045
TIVARIANTI*
II»
3,34
1.15
16,2
H,44
¡QA)7- I9,3í>l
[!,98-I32,7HJ
|I ,0f .«7#]
(Tabla 4) 'Regresión de COK
Análisis de ¡* recidiva en el grupo N<0>
De los 76 pacientes estudiados hubo diez recidivas (13.1 % del total), todas en lo»
ganglios linfáticos cervicales regionales. Los pacientes 1, Sr 6 y 9 fallecieron {*), pero
sólo los pacientes 6 y 9 lo hicieron a causa de su tumor, Las características de las
recidivas se describen en la Tabla 5.
CUADRO DESCRIPTIVO J>K I AS RECIDIVAS EN EL GRUPO \(0J
Parirme
1
2
3
4
5
B
7
e
9
10
Votó
67
44
30
7»
rt
54
71
41
54
1 i nuíi
H1
T2
T3
73
T4
T3
T3
T3
T I
Tí
T2
I.ULj.lÍjar¡Hij
(¡]i>1
«luí
-- _ i ¡ •: ••
Supn,
<¡kn
Hipo.
íügta.
Gkt.
Oki
i'.riitn
Ríen
MnL
l l M . l l
Po«i
IÜCI1
MoJ.
MCHI
IVKO
LIT
iindn
í+)
ftije
C l
Bajo
B&ja
Abo
(+>
H.II.I
w
VECF-
C
( + )
(+1
<*)
í+)
í*)
í>
t+>
,-,
KUT
\ , ,
No
Ng
Si
No
N P
No
5í
l'la. inicijl
Hcmiljirirp.
LT+VCR
LT+VCTfl
LT+VChD
LT+VCFI
LT'VfH
LTimpl
\( II
LT
LT
Ccn-itjl
Culi en lar
Cervical
C-en-iCBl
i. UI-1-JIJ.I
CervicaE
CPI*1FÍIJ1
íínifíl
HciFTWllI
Ckrriol
Oeniatl
SLE
Illlitn
]
5
.
;
29
Lí
9
7
11
10
se
I I J
99
Jlt*
3H
$1
] Ü *
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(TvMlS)
La presencia de LIT y la expresión del VLiGF-C S Í relacionaron significaiivíiincrtlc con
la apanción de recidiva gangüonar cervical {P<0,00l y P~ 0,044). iMos rcsuiiatltw se
confirmaron en cl análisis multivaríame m^liuiitc rc^fftiiún logiütica. donde zc obseno
que los páctenles Con LIT de bajo grado y con expresión <Jel Ví-OK-C incrcniín(aron en
30?3 y 16,24 veces, las probabilidades ác recidivar en los ganglio* l infát ica ccrwicalca
(JMl.OOS y P^Q,ÜJ2). fcn los pacientes eon los tumores de mayor lamafio se ohí«rvñ una
tendencia (P=ÜtO87) a la recidiva cervical (Tabla t).
ANÁLISIS UNÍ Y MU LTI VARIANTE DE LA RELAC IÓN DE LA KM II)*VA
CON RESPECTO A LAS DISTINTAS VARIABLES €UM< OPA IOí ¿KIHAS
EN EL GRUPO N{0)
í VARIABLES
|
Localizados
SupTBglÓtíCO
Glauco
Hipo fa-tngto
Tañíalo
Inicial (Tt -TJ)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Poco
LIT
LÍT()
LIT (+) Alto grado
LIT <+) Bajo grado
VECF-C
Negativo
Positivo
RDT
No
Sr
Edad
ANÁLISIS UNI VARIANTE
RECIDIVA
22 (84,6%)
41 (89.1%)
3 (75%>
35 (94.6%)
31 (79,5%)
25 (89,3%)
22 (88%)
13(81,3%)
40 (97,6%)
15 (93,8%)
11 (57,9%)
29 (96,7%)
36 (80%)
55 (87t3%)
9(81.8%)
63,3
RECIDIVA
4(15,4%)
5(10,9%)
I (25%)
2 (5,4%)
8 í20,5%)
3(10.7%)
3(12%)
3(18,8%)
1 (2.4%)
1 (6,3%)
8(42,1%)
1 (3,3%)
9(20%)
8fl2,7%)
2 H8,2%)
62,3
VALOR 1*
0.665
0,087*
0.734
<0,00)
0,044*
0,638*
0,831
ANÁLISIS MI LTIVÁRUNTE**
VALOR P OR \H'95"M
0,077 6JK j<WU 56,71)
0,972 0.95 lfl.í)5-Iíí,íMf
0,005 30,3 12,77*331,421
ÍMÍ32 16,24 |1,27-2O7.,í3!
(Tabla 6) * Test Exacto de Ftshef ** Logística
6.2 GRUPO N(+) PRESENCIA DE METÁSTASIS GAMilJONARES
Anáibi* de I» presencia de LIT en el grupo N(+>
De lo* 54 pacientes que se estudiaron, en 39 (76%) se observaron signos moffológícos
de iinfítíigíogénesis intratwmonit fLIT), En 19/54 0 5 ¿ % ) h íinfauglogénesis
intnuumorat fue de alto grado y en 20/54 (37%) fiíe de bajo grado. En el análisis
uitivarraitfe de la relación de la presencia de LiT con las distintas variables
clinicopafofógicas estudiadas, no se encontró ninguna asociación estadísticamente
significativa (Tabla 7).
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AtVÁLlSíS UN IVA RÍANTE DE LA RfcLACKM DE LA PRKSKNCIA LIT CON
RESPECTO A LAS DISTINTAS VAKI ABE J^S CLÍNICO PATO LÓÍÍLCAS KM KI.
GRUPO N(+)
VARJAHE_1:S
SupraglóiLco
Gtóüco
Hipo laríngeo
Tamaño
Inicial (TI-T2)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Poco
Recidiva
No
Si
Edad
LIT(-)
9(28.1%)
3(33,3%)
3(2 3J%)
3(33,3%)
12(26,7%)
![1O%>
8(30,8%)
9(27,3%)
5(3lh3%)
61.4
LIT(+)
(ALio (¡ruiin!
9(28,1%)
2(22,2%)
8(61,5%)
3(31,3%)
16(35,6%)
5(50%)
6(33,3%)
S{30,S%)
10(30,3%)
7(43,8%)
60,3
LIT(^)
(Bajo Gradol
I4(43.K%)
4(44.4%)
2(15,4%)
3(33.3%)
17(37,8%)
4(40%)
6(33,3%)
14(42,4%)
4(25%)
60,01
VALOR P
0,213
0.9 IH
0,679
0,470
U.774
{Tabla 7)
Análisis <U la expresián del VEGF-C en el grupo N(+)
La expresión del VíLOK-C se evaluó en 52 pacientes, y en 23 Je elfos (44.2%) rc&ultó
positiva. Tampoco se hallaron asociaciones csladfclicanicnti? signiftíJlivas cuín: lu
VEGF-Cy las disiintaü variables ainati/Eidaii (Tabla 3).
ANÁLISIS UMVARJANTt DK LA RELACIÓN I»: LA EXPRESIÓN DEL
VEGF-C CON RESPECTO A L.AS DISTINTAS VARIABLES
CLÍMCOPATOLÓCtCAS E> JrL.íikLPO
VARIABLES
Local ilación
Supraglótiro
Glólico
Hipo faríngeo
Tamaño
Inicial (TI-T2)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Poco
L1T
LIT (-)
LIT (+) Alto grado
L1T(+) bajo grado
Recidiva
No
Si
Edad
VEGF-C Negativo
19(59,4%)
3(37,5%)
7(583%)
5(55,6%)
24(55,8%)
7(70%)
IO(5K,8%)
12(48%)
8(53J%>
8(47,1%)
13(65%)
18(56,3%)
8(53,3%)
60,1
VEGF-C Positivo
i 3(40,6%)
5(62,5%)
5(41,7%)
4(44,4%)
19(44,2%)
3f3O%)
7(41.2%)
13(52%)
7(46,7%)
9(52,9%}
7(35%)
14(43,8%)
7(46,7%)
60.4
VALOR P
0t526
0,9K9
0,473
0.535
0,85]
i).*íS
Análisis dt la supervivencia tn el grupo N
En esle grupo excluimos del análisib di; supervivencia al fatior radioterapia
fKJsiopcratoria ya que la inmensa mayoría de los pacientes 49/54 (91%) la recibieron.
Ninguna de la* variables analizadas influyó de manera significativa sobis; la
supervivencia global o la supervivencia libre de entcrnicdíid de <;sit grupo (Tabla 9)
(Tabla 10).
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A1NALTS1S UMVARJAM E DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG) CON
RESPECTO A LAS DISTINTAS VARIABLES CLIMCOPATOLÓCHC.'AS K\ El.
GRUPO
VARIABLES
Localizacíón
Supraglótico
Glólico
Hipofíiríngco
Tamaño
Inicial (T1-T2)
Avanzado (T3-T4)
Grado
Bien
Moderado
Pirco
LIT
LIT (-)
LlT(-i-) Alto grado
[ ]T i -1 liiijn grado
VEGF-C
Negativo
Edad
VALOR V
0.222
0,927
0,945
0J26
0,418
0,566
ANÁLISIS UNÍ VAREANTE DE LA SUPKRVIVKXCIA UBRE DE
ENFERMEDAD(SLE>CON RESPECTO A LAS DISTINTAS VAKIABLKS
CLIlSECOPAlOLÓttlCAS EN KL <iRl P(> N| •)
| VARIABLES
LflcaJi/acíñn
Supmglúlifo
GI6titü
llipofaríngco
Tamaño
JnicialíTI-T2)
\; :LII AILÍO (T3-T4)
Grada
Bien
Poco
L I T
LIT (+) Alio Grado
LIT(+) ííajo Grado
VEGF-C
Negativo
Positivo
Edad
VALOR P
0,609
0,977
0,518
0,7 K2
0,547
0,624
I Tabla IÜ)
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Análisis de la recidiva en ul ^ mpr, \ '(+)
De las 49 pacientes en los que se pudo analizar esta variable, hubo 16 recidivas (32,7%)
con 14 fallecimientos (*) a causa del tumor. Las características Je las recidivas se
describen en la (Tabla 11).
CUADRO DESCRIPTIVO Dfc LAS HKCÍDIVAS EN EL GRUPO N(+)
[ tvtiliíátiáa
1
1
5
4
5
7
i
9
ID
I I
U
13
14
15
14
S*
66
59
53
6S
59
sx
SI
61
CT
44
54
96
47
49
54
• i
T3
T4
Tí
TJ
TJ
T3
T2
T4
T3
T4
H
14
•n
T4
Supru
Su pro.
-í .ipr.i
Hipo.
Svpn.
Glot
GIOL
Süpn.
Hij»
>L|-..
tita
Hipo.
Hipg
Mixl
Bitn
M«J.
Poco
Foco
Mod.
Bien
|l[.::i
Bim
Puw
I1.-.
\ ' ¡ \ .••
Ricn
MúJ.
Poco-
I FI id. i
{ * )
Alto
Abo
(•)
li.i ,
í>
( • )
1-}
( • >
(+)
6l>0
(•+>
Aim
W
Alta
( + )
t+J
\lti-
(-)
<+1
Alto
{*)
Alio
1 .
<+)
í+)
(*)
(+)
í+í
(+>
í>
í-í
»
ÍO
(+)
(-1
( • )
C-1
Ci
S"O
tío
<il
^1
Si
No
Si
- I
Si
s,
-^.
\-
s.
M
M
L.Supra.
- Víhli
I.T+VRI
+VCFD
LTAmp
•VED
•VCFI
LTAn^i
+ VRI
I.T'VfKB
Lr-vcui
M: i IÍ.
UTAnp
+ VRO
+vt>i
LT*VR1
tVCFD
LTAmp
• Vt>¿
LT+VR]
tVCFD
LtH-VCFB
LTAmp
4-VRI
1.1 Amf
1-VfKB.
LTAmp
+ VTNJ-
L.T-VfKH
L«VIt|£.
MTÍi
Pulm.
í tXi\
sus
" • . .
LÚCBI
MTS
Pulm.
Lmoreg.
ftt'j;. •
MTS
RCgiLMUl
ÜLT^ILiruI
R^iwial
l-Ml!.l! .1
I'.LT:
I.UHJal
1,..,.,'.
Mlíi
F'uhn
• l l ! l • • , ••
14
32
i i
•J
IV
16
u
lii
I I
-•
2D
2 |
20
¡V
l í -
l l *
98
13*
Jts*
10"
26-
63
33*
L l *
4V"
3v*
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Tampoco se observaron en üste grupo asociación» AignifLiíaiivas enire las
variables clinicopatdógicas analizadas y la aparición de recidivas (Tahla 12).
ANÁLISIS UNÍ VARIANTE DE LA RELACIÓN D t LA RECIDIVA CON
RESPECTA A LAS DISTINTAS VARIABLES CÜNICOPATOLÓGICAS EN EL
GRUPO N(+)
VARJAKI.KS
LOCAluAtiÓD
Supraglólico
Glólico
Mipofáríigto
[amaño
lnkJaL(TI-T2)
Avanzado (T3-T4)
Crado
Bien
Moderado
LIT
uro
LIT (+> Alta Grado
LIT (+} Bajo Orado
VEGF-C
Negativo
Positivo
Edad
RECIDIVA M
19(67,9%}
5(62,5%)
9(69,2%)
6(75%)
27(65,9%)
5(50%)
13{76F5%)
15(ÓSh2%)
9*64,3%)
HX58h8%)
14<77TM%)
18(69T2%)
60,4
RECIDIVA (+)
9(32,1%)
3(37,5%)
4(m«%)
2(25%)
I4{34,1%)
5(50%)
7(3 L8%)
5(35,7%)
?Í4I.2%)
4(22,2%)
«(J0,«%)
7(33,3%)
f)Ü,l
VALORP
0,947
0,614
OH3f)4
0,470
0.851
0fK9
(Tabla 12)
DISCUSIÓN
M7. DISCUSIÓN
7.1 ORIGEN Y FORMACIÓN IJÍLSISÜ MA IJNI AI K O
En los seres humanos los primeras sacos linfáticos se observan en embriones ífc 6>?
semanas <van der Putte SCJ, 1975). Ksi» supone casi un mes <íc retraso con respecto al
desarroíto de los primeros vasos sanguíneos.
En ¡a actualidad se manejan dos teorías para explicar cí origen de km vasos linfáticos
1) Hace alrededor de un siglo que Sabin propuso que Jos sacos linfáticos primitivos
se originaban a modo de "brotes" o "yemas" de ceíutas endoielialcs a partir de las
vénulas embrionarias preexistentes (Sabin FR» 1902). Posteriormente, eí sistema
linfático se extendía a partir de estos sacos linfáticos primarios mediante: la
formación de sucesivos brotes. lista (corla de Sahm se ha visto apoyada por
hallazgos recientes en los que se demuestra que las. células cndoicíiales ^uc
forman íos sacos linfáticos germinales v primitivos a partir de la Vena Cardinal
Anterior en el embrión de ratón expresan dos marcadores linfáticos específicos;
el VEGFR-3 y eí factor de transcripción Pro*-i (Dumont DJ, et al. 1998;
Kaipainett A, et al. 1995; Wigfe JTt et al. 1999), Después de fa formación inicial
del sistema vascular sanguíneo, las células efidotelíaies venosas comienzan a
responder a señales hnfangtogémeas, t a primera señal que indica que fa
linfangiogénesis ha comenzado sobre et día embrionario 9,5 ÍE 9,5) es la
expresión específica de Prox-1 en una población (subpoblación) restringida de
células endoteliafes localizada en un lado de ía Vena Cardinal Anterior. En esta
etapa el marcador linfático LYVE-i se expresa uniformemente en las células
cndotclialcs de la Vena Cardinal Amcnttr. Sobre el i UKS ééhttmt c«ti t
expresión de Prox-l y LYVI>! eóitjien/an a "bmiar" y « mitrar de iorma
polarizada (Wigk JTt el al. 2002» IskK "bmie%" de células endoicliale*
linfáticas, con cí tiempo dan Jugar a Jos sacos lmfátic«s primarios, desde los que
los vasos linfáticos se extienden hacia ios tejido* penícncm del embrión <W»glc
JT, et al. 1999). Todas las cequias cndotclialcs de las vénulas pueden ser
originariamente bipoterttes. pero a partir de la expresión asimétrica aí menos de
Prox-I en una subpobtación celular, estas células quedan comprometidas para la
diferenciactón linfática (Wigle XF, ef al, 20O2í. U aclividad de Provi tío se
requiere para iniciar la formación de tos brotes de células endmelrafes desde k
Vena Cardinal, pero sí para el mantenimiento de este proceso (Wigle JT, et uh
1999). A medida que las céíufas brotan de manera polarizada, van expresando
nuevos marcadores del cndotciio linfático como la SLC (Secmdctry ¡.ymphoid
Organ Chemakme) (Wigíc JT. eí aí. 2002), También la expresión de VíWR- 3
se mantiene en niveles elevador en estas céblas, mientra!» que *u cxprcisión va
haciéndose paulatinamente más débil en la vascufari/adón sanguínea. La
expresión simultanea de LYVE-J* Prox-1, VEGFR-3 y SLC puede indicar la
diferenciación irreversible de estas rétalas a la estirpe de las caulas esdoteliales
linfáticas.
2) La teoría alternativa sugiere que los sacos linfáticos iniciales, primitivos o
germinales suigen $$ e) seno del mesénqütma, a partir de células precursoras
independientes de las venas, y que la conexión con el sistema venoso aparece
más tardíamente en el desarrollo (Huntington GS and McClurc CFW, 1908). Se
ha demostrado, a! menos en las aves {ckick-quail chimera model], que los
tinfangtoblastos mesodérmicos, como precursores de íav rtfeil» tiníáiivaa.
participan en el desarrollo def sistema linfático I>ui apuna el hecho de que km
vasos linfáticos periféricos se puede dcsanwifsr por múluplcv mecanismos al
menos en las aves (Papoufet M. el aí. 200h Scbnculer M. cf al 1999: Wtlimg J,
et al. 1999: Wiliing J» d al 2000).
Es posible que ambos mecanismos conírihuyan a la formación del sistema
iinfótico también en los mamíferos.
La linfangiogénesis tumoml podría remedar a ía Ünfangiogénesis embrionaria.
Probablemente en ía Hnfangiogénesis tumoraí las nuevas células eudoteliaJcs
linfáticas se originen a partir de los vasos Jinfálícos preexistentes o a partir de los
vasos sanguíneos Uunorales. La expresión, como en la etapa embrionaria, del
VEGFR-3 por fas vaso» sanguíneos inducidos por la angmgcncsis (urnoral apoya la
teoría habítuaímcnie aceptada de que los vasos linfáticos derivan de f«s vaso*
sanguíneos y, particularmente de fas venas. Por «tro lado, al fgua! que en la
formación de los vasos sanguíneos durante la embríogénesis, células precursoras
circulantes por fas corrientes sanguínea o linfática, también podrían participar en la
linfangiogénests (Cfarijs R, et al 2001)
7.2 FACTORES DE CRHCIMIKNTQ LINFA 1KO
A. VEGF-C y
Hasta la fecha se han identificado dos factores linfangiogcmeos que forman pane de fa
familia VEGF: el VEGF-C y el VEGF-D. Los miembros de la familia V! CÍF se secretan
en forma de glicoproteínas dímericas. Estas glicoprotemas juegan un papel
preponderante en la formación de los vasos sanguíneos y linfáticos La familia VI-GF en
los mamíferos está constituida por cinco miembros: VEÍíF o VíXiF*A. VHGFB,
VEGF-C, VEGF-D, así como e¡ factor de crecimiento píacentario iPlacental Grawih
Factor-PGFl. Además, adicionaimente se han detectado varios homólogos vírales como
el VEGF-E (Pepper MS, et al 2003; Loneta M, el aí. 2OO3K Los diversos cumptmzMcs
de la familia VEGF actúan sobre las células endoichales a través de su untan a uc\
receptores diferentes de tipo Tirosina-Kinasa denominados VíX iFRs y que wn: VíXíFR-
I, VEGFR-2 y VEGFR-3 íPeppcr MS, ct al. 2OO3>. Los VljCíPRs se parecen estructural
y funcionai mente a los miembros de h familia dei receptor del factor de crecimiento
derivado de fas plaquetas ¡ptafeleí derived grvwth factor ( PDGF)J y constituyen una
subfamilia dentro de esa clase de receptores (Karkkaineti Mi, et al. 20001
El VEGFR1 se une al: VEGF-A, VEGF-B y al PÍGF. EJ VEGf R-2 se une al: VEGF-A,
VEGF-C y VEGF-D. El VEGFR-3 se une soto aí VEGF-C y al VEGF-D,
En los tejidos adultos, los receptores VEGFR-\ y 2 se expresan fundamentalmente en las
células endolcliales de los vasos sanguíneos. El receptor VEGFR-2 también se ha
detectado en el endoteHo linfático donde su pape! es menos claro. La activación de estos
receptores promueve la proliferación celular, migración, diferenciación, supervivencia de
tas célufas endoteíiales sanguíneas, además de aumentar ía permeabilidad vascular y de
5*
inducir la angiogéncsis fisiológica y patológica «Pepner NíS. el »[ 2tHtft I «»hcía M. el a\
2003).
Durante la embríogenesis del ra!ón. el reccpior Vf (¿t-R M se expresa micialmcntc en tus
angioblastos deí mcsénquima cefálico, de la aorta dona!, de b vena cardinal y del
alantoídes (Kaipainen A, et al. 1995; Dtimont DJ, cí aí Í99H| Ai KtJJ el VMÍHR-3 se
expresa tanto en el endotelio venoso como en el presunto a impuesto cndotclio Ijíiftlífo,
pero posteriormente durante el desarrollo» la expresión del VIXiFR-3 ac. restringe cm
sólo al endotelio linfático (Kaipainen A, et al 1995).
En la mayoría de los tejidos humanos adultos, la expresión del VEGFR-3 está restringida
al endotelio linfático, aunque también se ha podido observar en el endotdio de algunos
vasos sanguíneos fenestrados con un elevado transporte activo de moléculas a través de
la pared del vaso (Partanen TA, et al. 2000).
La alteración genética del VEGFR-3 da lugar a una remodeíación defectuosa dei plexo
vascular primario, hematopoyesis alterada, faílo cardiovascular y muerte de! cmhnon
 aí
E9.5. Sin embargo, la diferenciación de las células emfcrtcljales y la formación de las
redes vasculares primitivas son normales en los embriones sin VL-;GFR-3, lo que indica
que la función del VEGFR-3 no es necesaria para estas etapas iniciales del desarrollo
vascular (Dumont Di, et al. 199S).
La activación del VEGFR-3 promueve la proliferación y migración de las células
endoteliaies linfáticas y la linfangiogénesis fisiológica como se puede observar por el
hecho de que U linfangiogénesis se inhibe con una forma soluble de VEGFR-3 que
compite con los receptores endógenos por el ligando íívtakmen T, el a i 2001 í.Adcmás.
experimentos in vitro con VEGFR-3 y un mulante específico del VEGF-C denominado
VEGF-1S6S, han demostrado que la estimulación aislada del VEGFR-3, es suficiente
para proteger la células endoteliaies linfáticas de la apoptosis y para estimular su
migración (Joukov V, d al I99K; Makincn T« Vcikkufa I. cí al 2Vt)Í > t.$ hdtaft/JKnm
por el VKGFR-3 lamban promueve la linfangitigéncs!* patológica, la anjiíttíiíncsi^
fisiológica y patológica y la extravasación por los vaso* vtmgyincos (U>hcla M. el al
2003).
Los factores de crecimiento VHGF-C y D se secretan c«m« ho.modtmcms Mtbre fos que
se efectúa un procesamiento protcotitico en dos etapas de su* domimos M- y t>
tcrminaJcs (Joukov V, et af. 1997), El pnoecsamicntó de los factores VI fí|--c; y 0
modifica la afinidad de estos pata unirse a su receptor, y de esie modo modula sus
efectos biológicos (Loheia M, et ai. 2003). U forma recién secretada (inmadura) de
VEGF-C y D con un peso molecular de 31 JCDa. activa furtdametiiaíincnfe ai receptor
VEGFR'3, mientras que Ka forma maduro, completamente procesada y cotí un peso
molecular de 21 KDa, activa a los receptores VEGFK-2 y X íPcppcr MS. ct aí. 2003)
aumentando la afinidad por el VEGFR-3 en aproximadamente 400 veces fPep-pcr MS,
2001). Los efectos in vivo del VHGF-C y del VH€¡F4> parece ser que diOeren, en !ns
distintos modelos animales y en los diferentes tejido* Diferencias en el procesamiento
proteolftico, disponibilidad de receptores y los tipos de vasos, pueden también modular
los efectos biológicos del VEGF-C y VEGF-D (Loheía M, et aí. 2003)
También se han identificado otras moléculas que tienen un papel importante en el
desarrollo del sistema linfático, que son:
- Angiopoyetina-2 (Gale NW, ct al, 2002)
- Neuropiltna-2 (Yuan L, et al. 2002).
- Prox-1 (Wigle JT y Oliver G, 1999).
B. Angtefwyetfttat y rtcepiom Tic.
Además de los disiinios miembros de la familia V|Cih Uimhien se ha demostrado que
otras moléculas como las ongtopoyciinas y ios receptores Tic tnicrvtcncncn b formación
del sistema vascular (Jones N, el al 200í) !.©s receptores Tic son receptor** de upo
Tirosina-Kinasa y hay dos descritos: el Tie-I y el Tic -2 o TefeI JOS Tic t y Tic2 se
expresan de foro» predominantemente por las células cndotchalcs vasculares.
Hasta la fecha, se conocen cuatro angiopoyetinas í Ang* !. Ang-2, Ang-3 y Ang-4}. Tudas
eHas se unen at receptor Tie-2 y median señales de estabilización cu los vasos, mientras
que el receptor Tic-i no tiene un ligando conocido ( l.ohcía M, et al, 2003) La Ang- i y
la Ang-4 activan al receptor Tie-2, mientras que la Ang-2 y Ang-3 parece que funcionan
como antagonistas específicos e inhiben la señalización dei Tic-2, al menos en algunas
situaciones. El estudio de ratones deficientes en Ang*2 ha revelado que es probable que
las angiopoyetinas también tengan un panel en el desarrollo linfático ííiaíc NW, rf al
2002). Se sugiere que tanto ia Ang-J como la Ang-2 denemnefian un papel cu la
linfangiogénesis como agonista. Como en fa angiogcncsis. las ang.opoyetmas puede que
contribuyan a fa ^modelación y estabilización de los vasos ímfáücos neoformados. Se
neccsitíin más estudios que caractericen el papeí de las angiopoyetinas en el desarrollo de
los vasos linfáticos.
El patrón de expresión del receptor Tie-2 en los vasos sanguíneos y linfáticos es poco
conocido. Se ha demostrado que el receptor Tie-i se expresa en el cndoteíío linfático
durante la etnbriogénest& desde el Eí 3,5 y que esta expresión se mantiene en los adultos,
pero su función en las células endoteíiales linfáticas, por el momento se desconoce (lljin
K i e ta l 2002)
C.
Las ncufopilinas 1 y 2 (NRP-I y NRP-2J son ghcoprotcínav de la membrana celular con
colas citoplasmáticas cortas. Medíanle su unión $ vanos miembro* de la familia Vi (íK
las neuropi ltnají puede que actúen como corrcceplorcs para las VT.íil-R* incrementando
Ja eficiencia de su señalización (Giraudo H. et al. I99HJ Se ha visto que te NRP-2 m une
al VEGF-C, lo que sugiere que puede estar implicada en la señad/ación mediada por el
receptor VEGFR-3 en los linfáticos (Karkkaincn Mi ei al. 2001 1
Lo* ratones con supresión del gen de !a N&P-2 mucstraíi una ausencia a una gran
reducción de los pequeños vasos y capilares linfáticos durante e! desarroífo, lo que indica
que se requiere de forma selectiva la NRP-2 para el desarrollo linfático (Yuan L. et ai.
2002).
D. Prw-I
El Prox-I es un factor de Iranücrípcidn implicado en el desarrollo y diferenciación de las
células endoteiialcs linfáticas durante el desarrollo embrionario fWigle JT y Oíiver (i.
1999). Se ha demostrado que es esencial para el desarrollo del sistema linfático fumino*
como se ha comprobado en el caso de ratones sin Frox-I que carecen de células
endoteliales linfáticas (Wtgle JT, et al. 1999). IU actividad del Pro*-1 no es necesaria
para el comienzo de la formación de brotes de células endoleltales desde la vena
cardinal, pero »f para ei mantenimiento de este proceso Í Wigk JT, et 3), 1999),La
sobreexpresión de) Prox-Í ñie capaz de inducir la transcripción de genes específicos de
células endoíeliales linfáticas en células endoteliales sanguíneas y de suprimir la
transcripción de genes específicos de células endoíeliales sanguíneas íPeírova TV, el al.
2002). En este sentido se observé que el Pm*-i reguló #1 4il/a fa CApresión
 tic VI <¡l K *
en las células endoteh aics sanguíneas y que tamNert mdujut intensamente b cx picMótt
otro factor específico de los célula* endotchaics linfáticas, el p$7kip2 H Pmx.l. por
lanío, se ha mostrado como un importante factor de diferenciación de las células.
endotchales linfáticas. Además, algunos osperirncntrn sugieren que lo* distintos
fenotipos celulares del endotclio vascular adwíío stm píáMicus y <>cmthles a la
reprogramación transcrípciona!, lo que podría ser de utilidad para futuras aplicaciones
terapéuticas sobre las células endotcfiales fWígle JTt et al. 2002; Pctrova TV, cf M,
2002).
7.3 MARCADORES DEL ENDOTELIO LiNFÁTICO
Hasta hace muy poco tiempo el estudio de los vasos linfáticos era dificií., por U
imposibilidad de distinguirlos de forma fiable mediante enteríos morfolrtgiciw bí
descubrimiento en estos últimos aftos de marcadores específicos def cndoS-clio linfático
ha supuesto un avance fundamenta! en el campo de la microcirculación linfática íJussila
L, et al. 2002). Hasta entonces, los vasos linfáticos se identificaban por íinfangiografía. o
por medio de métodos inmunohisioqufmtcos con marcadores poco selectivos que
combinaban marcadores panendoleliales con marcadores de la lámina basai, como en el
caso de las combinaciones del marcador panendoteliaf PÍÍCAM-I/CD3?, con los
marcadores de la membrana basal famínina y colágeno tipo IV, fStaefeer SA, ct al. 2002;
Nerlich AG, et al. 1991; Otsuki Y, et al. 199% También se ha utilizado ía actividad de ía
5'Nucleotidasa para la identificación del endotetio linfático (Sleeman JP, et al, 2001 L
Con el descubrimiento de Im marcadores especiñem *kí cmioidiu lintelm>. í.i
identificación de los vas** linfaHeos se ha hecho más fteea* \ senolía i s U rsnuevt*
marcadores son los siguientes:
A. VEGFR-J
Fue el primer marcador endoieíial linfático descubierto. t s un receptor de tipo Tfrosina
Kinasa y sus lígandos son VBOF-C y VJiGF-D Uussiía t , el al 199K: Kainamen, ct aí.
1995), También se expresa fisiológicamente en algunos vasos sanguíneos fenestrados y
en los vasos sanguíneos en el contexto de la angiogénesis de determinadas condiciones
patológicas como son los tumores y la curación de heridas (Paitanen TA, et al.2000;
Valtola R, et al. 1999).
R, Prntoptanlna
Es una mucooroteína de 38 KDa de la membrana de los podocitos glomenilares, La
podoplanina está presente en los vasos linfáticos inicíales» pero no en ios mayores que
tienen células musculares lisas. Todos los vasos sanguíneos son negativos para la
expresión de podoplanina (Jussila L, et ai. 2002). También se expresa en determinadas
células no endoteliales como: osieobiastos, podocitos renales y células alveolares
pulmonares tipo I fBreiteneder-Gefeff S, et al.
MC. Proi-I
iis un factor de transcripción implicado en el crecimiento y diferenciación tic lus va-*»*
linfáticos durante el desarrollo. También se expresa en edufa* no endotchaíes en ct
cristalino, corazón, hígado, páncreas y sistema nervioso (Wiglc JT. el ai I W9J
D. LYVE-1
Es un receptor para el ácido hialurónico del endotefiet de los vasos linfáticos y está
implicado en su transporte por las células endoldiaíes linfáticas, liste marcador también
se expresa en epitelios normales del tiflón, páncreas, tiroides, células endofeliales de los
sinusoides hepáticos ( Carreira CM, el aí. 2001; Banerjí S, et al. I999í y en el cndotelm
de las células vasculares sanguíneas del pulmón normal fStackcr SA. et al 2002)
Todos estos marcadores áe\ endotelio linfático muestran patnmes de expresión
superponibles en la mayoría de íos tejidos. Sin embargo, descubrimientos reciente?* han
demostrado que aí menos el VEGFR-3 y el LWE-Í pueden expresarse también en e!
endotelio de los vasos sanguíneos en condiciones fisiológicas (Stacker SA, eí al.2002;
Partanen TA, et al 2000; Carreira CM, et a l 2001). Todavía es necesario obtener más
información para clarificar la especificidad de estos marcadores en los vasos linfáticos de
los procesos patológicos. Hasta entonces, en opinión de algunos autores, se deberían
utilizar varios marcadores para confirmar la expresión fJussila L, et al. 2002). Sin
embargo, para otros, todos 1os marcadores han demostrado ser fiables para.distinguír el
endotelio linfático de} sanguíneo, aunque ninguno de ellos es estrictamente especifico
(SÍeemaaÍP,etal. 2(KH)
E. PA2.26
Hn los últimos años también se ha identificado el nuevo marcador molécula; del
endotelio linfático PA2.26. liste antigeno, que ya ha sidb utilizado con anícnnndaif en
otro trabajo (Muñoz-Guerra MF. el al
-
 2(KM) y que ha sido empicado por nosotros en
este estudio, fue identificado en nuestro laboratorio como una pequeña glicoprmema
transmembranaJ de tipo mucina de i 72 aminoácidos. Su expresión se induce en
queratínocitos y células del estroma durante la carcinogénesis de la piel deí ratón 1
PA2.26 se focaliza en extensiones de la membrana plasmática donde interacción» con e!
citoesqucleta de actina a través de su asociación con e/rina o moestna, asociándose con
la migración celular. Sin embargo su presencia en células 4e! endolelio linfático sugiere
otras funciones biológicas que todavía deberán determinarse í Martín* Vil lar lú et al.
2GO4; Schotl FG, el aí. 1999; Seholl FG, el al. 2000). Debido a que recientemente se han
identificado mucoproteínas o-gücostladas como receptores para las scí cctinas ,
median en la adhesión de la» célula» inflamatorias (Sasscii t\ cf al 2(KK)í es posible que
e! PA2.26 juegue un papel parecido en el endoteiio linfático,
El PA226 se expresa en diferentes tipos celulares, pero es especialmente selectivo del
endotelio linfático. El PA2.26 y 1« podopknina son antígenos estables en los linfáticos
tumorales, mientras que, aJ menos el VEGFR-3, se expresa también en vasos sanguíneos
tumoTaJes. Nuestro equipo ha desarrollado un anticuerpo monoelonaí frente al antígeno
murino y un antisuero frente al antígeno humano. El antísuero arttí-PA2,26 tiene gran
afinidad y reconoce un epftopo en ta porción extraceftiiar que no se enmascara con la
fijación en formal, siendo muy útil para la identificación de vasos linfáticos en tejidos
incluidos en pararme,
La secuencia de 1.013 pares de bases dcE ADNc de Ja pt»doptanina humana que está
registrada en el GenBank (con número de acor?** AK*MHK»I es idétiliai a \a oblenula
por nuestro laboratorio para el PA2.26 [CcnBimk con numen* de acccsti A YI SM23X*
Pe todos estos marcadores moleculares identificad»*, te podoplamna y el PA2 26 se
consideran como tos más específicos para el cndotclui linfático en meétífm y en
humanos (Martín-Villar E, et al 2004; SchoH Hh et al i 999; Scbttll K¡ , ct al 2CKKK
KnehuberK, ctal 200!)
En este estudio la utilización del PA2,26t nos ha permitido una fácil diferenciación enne
los vasos linfáticos y sanguíneos, utilizando e) microscopio óptico convencional.
7 A ORGANIZACIÓN Y ESTRUCTURA DEL SISTIÍMA LINFÁTICO HN ÚL
ADULTO
Hay cinco categorías principales de estructuras vasculares en el sistema lmfátk<?
- Vasos linfáticos iniciales (objeto de esfe estudio)
- Vasos colectores
- Ganglios linfáticos
Troncos linfáticos
- Conductos (como por ejemplo el conducto torácico)
Sus diámetros oscilan entre las 10 mieras y los 2 milímetros.
Los vasos linfáticos iniciales son estructuras terminadas en fondo de SACO que están
óptimamente diseñadas para la recogida o captación de fluidos y partículas. De manera
similar a los capilares sanguíneos, los vasos linfáticos inicíales están formados por una
capa simple de células endoteliafes no fenestradas* pero su estructura es distinta a la de
los capilares sanguíneos en vanos aspecto» impórtame* (t avfcy Srnnh JK, cí ai lS»ft|,
Daroc/y J, 1988; Lcak LV, 1970):
Normalmente tienen una Iu/ más amplia e irregular {HMW miera» tic diámciixH
que tos capi lares sanguíneos.
- Su endoielio se caracteriza por poseer un citoplasma oiiraordinanamcntc escaso,
excepto en la región pen nuclear
- Al contrarío que en los vasos sanguíneos, la membrana basa! de LO* linfáticos
iniciales no existe o está poco desarrollada.
- No están rodeados de pénenos.
- tos principales tipos de uniones intercelulares en los vasos sanguíneos, las
uniones estrechas y las adherettt, no se observan con tanta frecuencia en los
vasos linfáticos iniciales. En los vasos sanguíneos esta;* uniones mantienen
unidas y en íntimo contacto a las células endolcliatcs, por cf contrario, en 1<»H
linfáticos, representan puntos focales de unión intercelular
- Comparado con los vasos sanguíneos, los vasos linfático* mm un sistema de bajo
flujo y de baja presión, y mucho menos coagulable debido a la falta de plaquetas
y eritrocito» (Afitalo K, et ah 2002).
- El sistema linfático tiene menos ramificaciones y eslá organizado en forma de
una xed menos compleja que el sistema vascular sanguíneo (Wttte ]MH, eí al.
i 997).
- Una de las características trias notables de los vasos linfáticos imcales es m
íntima asociación con el intersticio circundante; Las células endoieltaies linfáticas
están íntimamente conectadas al tejido circundante (intersticio} por medio de
filamentos de fibras elásticas (Geríi R, et al, I9$l% Estos filamentos de anclaje
están unidos a la superficie extrafumínal de las células y se extienden en la
profundidad del tejido conectivo circundante, uniendo finnrmcnic el endnfcfut
linfático con las fibras de la mam/ cxlraccfular A medida que aumenu el fluido
intersticial, y, con ctlo fu presión del intcr%f ict», c»i<)>« fibra*» corhicn/an a tensarse.
abriendo la Iu/ de los linfáticos. Conforme Fa lu/ va aumentando de diámetro, las
células endotchalcs linfáticas, que en condiciones nórmale* están superpuestas.
se van separando, creando aberturas inierendoíelialcs scudnvaívularcs que
permiten el paso de macromoléculas y Huidos hacia la lu/ del vaso ímíático
(Skobe M, el al. 2000; Stackcr SA, et ai 2OO2 ¡
- Las células endotefiales linfáticas tienen numerosas imaginaciones y vesícula
ciloplasmáticas, tanto en ía superficie íuminal como en la exiraluminal, que están
implicadas en el transporte transendotehal de moléculas hacia el inferior de ía lu/
(Cornford ME, et al. 1993)
Desde los capilares linfáticos la linfa drena a los linfáticos colectores. A diferencia de ios
linfáticos iniciales, tos vasos colectores no suelen csíar anclado?* a la matriz cxlraccfular,
pero, en cambio, tienen músculo liso yt por tatito, pueden mantener ía hn frente al eMrés
circunferencial intersticial. También tienen válvula» unidireccionales que ayudan a la
progresión de la linfa y previenen el reflujo. Los segmentos de linfáticos colectores entre
válvulas se denominan fínfangiones. Cada linfangíón funciona como un compartimento
contráctil que propulsa la linfa hacia eí siguiente compartimento, La linfa fluye desde los
tejidos por la compresión de los vasos linfáticos iniciales por ía musculatura esquelética
adyacente y, además, la contractibilidad de ios vasos linfáticos colectores también
contribuye a la progresión de la íinfa (Lohela M, et aí. 2003). Cuando el vaso linfático se
rellena de fluido, la pared def vaso automáticamente se contrae. Las válvulas en los vasos
linfáticos ayudan a mantener un flujo unidireccional en la red linfática, Todos los
linfáticos colectores pasan a través de uno o, habitualmcnte. varios ganglios linfáticos
{ganglios centinelas). Según lleven tu linfa hucta lov ganglios i», desde fo* ganchos, se
clasifican como:
Prcnodalc*. aferente* o prcgangíionarc*
Postnodaies* eferentes « noMganglionarcs
La linfa de los grupos de ganglio» linfáticos, pasa a los troncas k&IMt&m y acaba cti los
conductos Hnfátícos. listos últimos devuelven la linfa a la circulación sanguínea
completando el circuito.
7.5 FUNCIONES DEL SISTEMA LINFÁTICO
Cuando la sangre circula a través del sistema vascular se extravasan de manera inevitable
fluidos y macromoléculas. Una red de vasos linfáticos iniciales recolecta estos Huidos y
macromolécutas de los tejidos y los transfiere como linfa de nuevo a! tórrenle sanguíneo
(Alitaio K, et al. 2002). Con esto se consigue el mantenimiento del volumen plasmático
y de la presión intersticial (Stacker SA, ct al, 2002).
En el intestino delgado» en una función similar de captación de macrümoJécufas, los
vasos linfáticos recogen grandes proteínas y Hpidos que no pueden pasar a través de las
fenestracíones de tos capilares absortivos (1)4í.
Además del transporte de Huidos y macromolécuias, ios vasos linfáticos también
desempeñan una función inmunitaria mediante el transporte de leucocitos y de células
presentadoras de antfgeno del espacio intersticial de los tejidos a ios» diversos órganos
Hnfoides, en donde desarrollan una respuesta inmune. Eí paso de leucocitos y de células
presentadoras de antfgeno de los tejidos periféricos a los vasos linfáticos fj=íg. 2 A y B)
se realiza de forma activa mediante la acción de quiniíocínas y moléculas de adhesión
(Loríela M, et al. 2003). Las células inmorales podrían ulular los mismos caminos, que
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los leucocitos y Jas células presentador*!» de antigenn ü tg í c v l>|, pu
involucrando también quimtocinas y moléculas de odhcMón. von ob¡cn» de
accederá lo» vasos linfáticos (Al Halo K. el a! 2(X)2; Lithela M, el af 2»Wi
Kn vista de estas impórtenles funciones, no m sorprendente que ías alicntcutnes en cl
crecimiento o función del sistema linfático estén implicados en numerosa* enfermedades
como: el Hnfedema, la inflamación-infección, cierta?» enfermedades irtmumtanaN y cl
cáncer (Kaipenen T> et al. 2001; Pepper MS. 2001y
7.6 IMPLrCACIÓN DEL SISTEMA LINFÁTiCO EN HL <ÁNCliR
Las metástasis son la causa principal de muerte por cáncer (Manaban D, el al. 2000).
Existen cuatro vías principales de diseminación neoplásíca: i) ía invasión focal, 2) Ja
siembra directa en las cavidades corporales (peritoneo, pleura, pericardio), 3) k
diseminación hematógena y 4) la diseminación linfática íPcpper MS, 2fKM y l,* n
malignos de estirpe mcscnquimal o epitelial, pueden metastat^dr por alguno de estos
mecanismos, sin embargo, mientras que los primeros suelen diseminarse por vía
hematógena, los últimos lo hacen fundamentalmente por vía linfática a te ganglios
Imfóticos regionales fSlecman JPt 2000; Pepper MS, 200f;}. Este sería el caso del
carcinoma epidermoide lartngofaríngeo.
Como hemos visto con anterioridad; la afectación gangíionar es actualmente el mejor
factor predictivo de la evolución clínica det LSCC La presencia de células tumorales en
los ganglios linfáticos regionales es un factor de gran relevancia para Ja esíadifkacíóa de
tos tumores humanos y constituye la base para fas diferentes modalidades terapéuticas
{StackerSÁ,etaK2002).
72
Pare ct proceso met&$fás*c» se requieren múíiipíev ns^maíia* molecular?* y celulares
que se inician por la combinación de vanos estimulo;* Se piensa que el pnwrcso
secuencia! de producción de metástasis comprende los jww»* siguientes
t. Inducción de angiogéncsis y/o ItnfangrogcncMs.
2. Desprendimiento de células o grupo* de células del tumor primario y w&xm de
éstas a los vasos linfáticas o sanguíneos.
3. Supervivencia en la circulación.
4. Detención-fijación especifica o al azar en fa mícrc>vascufefi¿ac!ón de ios órganos
diana.
5. Salida de los vasos.
6. Crecimiento e invasión en estos órganos diana para formar el foco mefastásreo
{He Y, et al. 2004).
£1 sistema linfático parece seT una vía excelente para fa diseminación neoplástica porque:
a) Los linfáticos iniciales son mucho mayores que los eanifarc* sanguíneos, tienen una
membrana basa! discontinua y sus uniones mtcrcndoidiaics son más laxas (Lcaf cIV,
1976).
b) La velocidad y el estrés mecánico del flujo en el sistema linfático es mucho menor
que en el torrente sanguíneo.
c) La composición de la Hnfa es muy similar a la del fluido intersticial y es capaz de
facilitar la viabilidad celular (Pepper MS, 2001; Síeeman ÍP, ci al 2001; Swart/ MA,
et al. 200 1; Skobe M, et al, 200?).
La gran mayoría de los tumores malignos de cabeza y cuello mn de origen epitelial y su
progresión tumoral, una vez que el epitelio normal se ha transformado en neopiásico,
evoluciona de carcinoma in situ, a carcinoma microtnvasor, carcinoma invasor, hasta
llegar al carcinoma con invasión profunda y metástasis.
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lin este trabajo se han estudiado la influencia de (a presencia de vavo* linlatuns
intratumoraJcs (línfangiogcnesis iíuratuniorütj y úc la exproum del V I tíi C en do*
fases distintas de la progresión turnara! del carcinoma cprticmumic lannjíoííuingco Para
ello se han dividido los pacientes de la muestra global en dts* grupos Im fmténWn del
grupo N(*> (ausencia de metástasis gangtionares}, que representan una fase más ímciaí
en la progresión tumoral frente a los pacientes del grupo N{4> {presencia Úc metástasis
gangiionares). que constituyen la fase más avanzada.
En el grupo N(0), la presencia de tinfangiogénests míratumora! fLItj de bajo grado y la
expresión del VEGF-C se comportaran como factores pronósticos independientes det
acortamiento del tiempo libre de enfermedad, en forma de recidiva ganglíonar cervical
Estos factores, sin embargo, no influyeron en la supervivencia gtobal de este grupo,
probablemente porque la detección precoz de la recidiva en esto* pacientes JKIMIWIHÓ un
tratamiento quirúrgico efectivo (Tablas 4 y 5),
En el grupo N(+), ni fa presencia ni el tipo de UT { el 76% de ÍON pacientes tV(4|
muestran LIT frente al 46% los pacientes N(Q)} m la expresión de! ¥í!C»F-C mítuyeron
en ningún aspecto de fa enfermedad, posiblemente porque más de la mitad de lo*»
pacientes en este grupo tenían linfáticos intratumorales y, por lo tanto, no constituyen un
factor dtferenciador. Además, la presencia de metástasis ganglionares cervicales, hace de
este grupo una entidad diferente a los casos sin adenopafías, en donde la propia
enfermedad metastásica gangfionar es ef único factor pronóstico (Tablas 9 y 10)
7.7 PAPEL DEL VEGF-C EN LA BIOLOGÍA TUMOMAL
*
Existen datos acerca de la expresión del VEGF-C en diferentes tumores humanos; mama
(Kurebayashi i, et al. 1999; Salven Pr et al. 1998); colon íAkagi K, et al 2000; Andre T,
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ct al. 2000); pulmón (Salven P. el al. I99K. Niki 1. ci af 2<H*K obla Y. c( al 2
tiroides (Bumme G. el al 1999; rettmer l*l\ ct al !»*•*«*. Shuvhanm S. cf al 2IWtt).
estómago (Yoncmura Y. ct al 1999}; carcinoma?» de ciHulas escamosa* {Salven I* el al
1998); mesoteliomas fühta Y, ct al, 1999K ncuroníasuimji U ggeri A. cf al UMiy,
sarcomas y me!anomns (Salven P, ct al. 1998); carcinoma de células escamosas <k
cabezal y cuello de distintas Idealizaciones íBeasley NJP, cf al 2002; ;O-Charocnrat P, cf
al. 2001; Ncuehnsi C, ct al 2003 í e incíuso específicamente en larvngc (l lomcr JJ* el al.
2001); hipofarínge (Homer JJ, el al. 2003). Hn este cstudrcí también obtcncnios cxnrcsión
del VEGF-C en el cáncer laringpfaríngeo. Un la mayoría de los. estudios, se han
correlacionado significativamente los niveles del VbCiF-C en e! tumor primario con la
invasión vascular linfática y/o las metástasis a los ganglios linfáticos en TON ^guíenles
hunores: carcinoma de tiroides fTanaka K, el al 2002 ía); Tanaka K, ct al. 2002 CH|4
Bunone G, et al. 1999); carcinoma escamoso de esófego (Kttadat Y» d a l 2(K)I);
adenocarcinoma d« estómago (Ishikawa M, ct al. 2003; Yoncmura Y, cf al. Í999.
Takahashi A, ct a]. 2002; Amiofca T. ct al. 2OO2>; carcinoma de mama (Kurcbaya*1if ). ct
aí. 1999); carcinoma de cérvtx (fiashimoía I, ct ai. 2001; Ueda M, ct aí. 2002);
carcinoma de puímón (Kajita T, et al. 2001; Ohta Y, et a l 2000); carcinoma de páncreas
(Tang RF, et al. 2001); carcinoma de ettdometrio (Hirai M, et ai. 200Í); carcinoma de
vesícula biliar {Nakashima % et aí. 2003); carcinoma de próstata OsurusaJtr f. ct a!,
1999); carcinoma colorectal (Kaio E, et aí, 2003; Akagí K, et al 2000; Furudoi A, el al.
2002); carcinoma escamoso de cabeza y cuello íO-Charoenrat P, et al. 200!);
hipofarínge (Homer $h et al.2OO3). Otros autores no encontraron relación entre los
niveles del VEGF-C en el tumor primario y la presencia de metástasis ganglionares
linfáticas: en estómago (Kabashima A, et al. 2001); carcinoma de mama íYang W, et al.
2002; Gunningham SP, et al. 2000); carcinoma de pulmón i Arinaga M, et al. 2003);
mcsotelioma (Ohla Y, el al. 19999); ncurohlastonia (komuro K. el al 2(HH I tan
escamoso de cabe» y cuello (Ncuchmf C. el al 200.1}
Como vemos, CXÍHÍC una gran cantidad de dalos disponibles v>brc la expresión
VEGF-C en diversos tumores humanos y su r e l a ciónmm las melás iaM
linfáticas, linloncc* surge la pregunta sobre cuál es ía función del VI (-í Mr cu el
metastásico a tos ganglios regionales. La contestación a esta pregunta la dieron los
resultados obtenidos en diversos estudios experimentales ( Mandriota SJ, ct al, 2<KIHa|:
Stactcer SA, et al. 2001; Skobe M, el al. 2001 (h): Maiíila MM, et al 2fK>2; Padera TP, et
al. 2002; He Y, ct al. 2002; Kñshnm I el al. 2003) que demostraron que e! VI¿GK-C
induce la aparición de Itnfangtogénesis en el tumor primario y ésta* a s ***? promueve
e¡ desarrollo de metástasis a los ganglios linfáticos. La inducción de la hnfangiagénesis
conduce al aumento de ta densidad vascular linfática inmoral mediante la ncoformación
de vasos linfáticos iniciales tntra y/o pcritumorales que se suman a Uis linfáticos
preexistentes. De esta forma se incrementa el número de células iumoralcs en contado
con el cndolelio linfático, lo que crea un número mayor de oportunidades para que estas
células puedan abandonar el tumor primario. Algunos autores piensan que e f
puede tener otras funciones que favorezcan la diseminación mefastáska, además de la
exclusivamente linfafigiogénica , Es posible que ef VLGF-C pueda activar el endotefio
linfático para que secrete quimiocinas o sustancias parecidas que atraigan a las células
tumomles y faciliten su entrada en los vasos linfáticos iniciales. Así, incluso cuando el
tumor mismo carece de vasos linfáticos intnttumorafes, como cu el modelo de carcinoma
de páncreas con expresión de VEGF-C fNfandriota SJ, et al 200Í), ía activación de los
linfáticos peritumorales explicaría el incremento de fas metástasis. Otras funciones
atribuidas al VEGF-C son la inducción de angiogénesis íSkobc M, et al 2001), d
aumento de la permeabilidad vascular y la quimiotaxis macmfágfca (Loneía M, el al.
2003). Las dos primeras favorecerían la discmirtatitín «Kríastávic» a üaví-v tfc un
aumento de la presión iniersliciaí fumara! que "Un/aria" a \n\ celula r a
entrar en los vasos, lanío sanguíneo* como linfático* La qmmtotaxív de I*K
y su atracción hacia la penfena íumontl, se piensa que favorecería el pr«KCMi
por medio de la fuente suplementaria del VltCiM; que anortan los macrófagos tos
distintos efectos biológicos del VEGl-'-C en tos diferentes tumores probablemente
dependan del tipo de procesamiento proteo!¡tico que fas células tumoralcs hacen de esta
molécula (Skobe M, el al. 2001)
Aunque investigaciones recientes llevadas a cabo en pacientes con cáncer cofomxtal
(Jia YT, et al. 2004) y con carcinoma oral íSedivy K el al, 2003) sugieren que la
expresión del VEGF-C podría inducir ta aparición de línfangiogénesi!» en tumores
humanos, todavía no se ha demostrado que promueva ía finfangiogénests en los
humanos y que ésta sea la causa del aumento de I» incidencia de mcf4sía.M* gang j
linfáticas (Aiitalo K, ct a). 2002; Lohcfa M, ct aL 2im. Nathanson SIX 2íK í 3 >
falta más estudios pare establecer la forma en que esto ocurre y su importancia real en
los tumores humanos. Nosotros en este estudio y at igual que ( Beaslcy NJF, eí ai 2002),
no hemos encontrado relación significativa entre fa expresión del VEGF-C y ía
presencia de LIT (P=O,I43)» aunque sí parece que puede existir una tendencia a
presentar mayor cantidad de linfáticos iniciales intratumoraies cuando se expresa el
VEGF-C, La expresión del VEGF-C tampoco influyó de manera estadísticamente
significativa en la supervivencia global de los pacientes de esta muestra, aunque si b
hizo en el acortamiento del tiempo libre de enfermedad y en la mayor incidencia de
recidivas gangfionares. Estos resultados están en consonancia con los obtenidos por
(Neuchrist C, et al. 2003 y O- Charoenrai Pt et al. 2001>.
7.8 LlNFANGIOCif-NhSJS TUMOR Al
El término Jinfangiogcncst* hace referencia al desarrollo y proliferación de nuevo* %-nmm
linfáticos a partir de los vasos del huésped. t^ a proliferación de nuevos va MIS hníáium
iniciales sucede en el embrión, en la reparación tisufor, en ios procesos inflamatorios, en
las infecciones parasitarias y en los tumores (NaOiamon Si?. 20031
Existe mucha controversia sobre el papel de IB itnfaitgiogcnesis en el cáncer. Hasta
fechas recientes se pensaba que ta Itnfangiogénesis no tenia Tugar en el cáncer y que la
mayoría de los tumores carecían de vasos linfáticos (Fotkman 3, I99f>; Leu AJL ci al.
2000; Jain RK, et al. 2002; Carmeliet P, et al. 2000), La identificación de marcadores
específicos def endotelio linfático y de sus factores de crecimiento ha hecho posible ía
revisión de estos conceptos. Hasta el momento solo se ha observado la presencia de
vasos linfáticos intratumorales en tumores experimentales (Panoytsi M, el al 20ÍHÍ;
Papoutsi M, et al. 2001; Sltobc M, el al 200]fa), Skobc M, cí al 2rKHíb>; Karpancn % ct
a l 200»; Slackcr SA, et al. 2001; Mattila MM, et al. 2002; Padcra TP, et «1 2ÍK>2, fie V,
et al. 2002) y en unos pocos tumores humanos como eí cáncer de cabeza y cuello de
diversas localizaciones íBeasley NJP, et al 2002; Muñoz-Guerra MF, et a i 2004),
incluido e! carcinoma lanngofarmgeo, como comprobamos en este estudio, y en el
mefanoma primario (Straume O, et al. 2003). Por el contrarío, no se han observado
linfáticos intratumorales en otros tumores experimentales íMandríota Si, et al, 2001;
Krishnan J, et al. 2003) ni en tumores humanos como el carcinoma de cervi* íBirner P,
et al. 2001), carcinoma de ovario fBimer P» et al 2000). melanoma cutáneo íDe Waaí
RNf, et al. 1997), inefanoma uveal (Ctarijs R, et a l 2001) y cáncer hepático (Carreira
CM, et al 2001). Es probable que los tumores se muestren heterogéneos con respecto a la
presencia o ausencia de linfangiogénesis intratumoral (Alifalo K, et a l 2002).Todavía .se
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mantiene abierta U pregunta sobre si la ftnfan{Ei<>géncM<t es u» hecho ctmiun durante iá
carcinogenesis. o si se limita únicamente a determinado* tipo*, de cáncer < de * d e
tumoraJes. Hn el futuro se requerirán más estudios para detcrrmnaf SI k t *
intratumoreles están restringidos sólo a determinados íipm de cáncer y para s-aber M SU
presencia en los tumores tiene algún significada pronóstico. A mié respecto se han
publicado ya algunos trabajos, como por ejemplo el de (MuñoMiucrra MF, el al. 2004),
en e! que ta presencia de línfangiogcncsís intraturnoraf en cí carcinoma oral inicia? se
asoció de forma significativa a la recurrencia de la enfermedad, Para íBeaMey NJP, el al
-
2002) una elevada densidad linfática iniratumorai se relacionó con la existencia de
metástasis gangüonaies cervicales en el carcinoma de orofarínge, pero no cu cí de
cavidad oral, ni en el de laringe, En el caso de íS t rmmt O, ct at. 2O(>3) la presencia de
finfangiogénesis intratumoral de bajo grado se asocié significativamente con U aparición
de recidivas ganglionares y con un acortamiento del pcn<xfo libre de enfermedad.
£1 papel de los linfáticos tntratumoralcs en la diseminación tumoral es objen» de
discusión (iain RK, et si. 2002: Padera TP, et al, 2Of)2) Kart m debe a que los vasns
linfáticos tumoraíes que se han identificado utilizando marcadores específicos del
endotelio linfático no se pudieron detectar luego mediante finfangiografía. Con base en
estos hechos, algunos autores han llegado a Ta conclusión que los tumores no tienen
vasos linfáticos funcionales en su interior y que, por tanto, las células tumorales no
pueden utilizar esta vía para llegar a ¡os ganglios JMáíicos regionales CRyan T i ,
Í989).SÍn embargo, otros piensan que «1 funcionamiento adecuado de los vasos linfáticos
iniciales con respecto a la captación eficiente de Huido» y macromoléctíla» puede que no
sea tan importante para el proceso de diseminación íumoraL debido a que la captación y
el transporte de fluidos y macromoiéculas del intersticio a los vams linfáticos iniciales
probablemente no estén gobernados por los mismos principios que el transporte celular
en general y de la* célula* tumontlc* en particular (hm HK, l*Woj A CMC respecto,
algunos autores hacen referencia a un powblc papcf achvo en U fmitíutxtím de mcf¿*ta.M!>
gangtionares con Us participación, a} menos, del Vj-ííl-C" I.Mstcn dalo* experimentales
que sugieren que las células endotclialcs linfáticas podrían "atraer" a ¡m células
tumonles mediante ta secrecton de quimiocinas y que. por íaníti, pmmmcrúui de íttrma
activa las metástasis linfáticas íCassclía M, et al. 2Oí)2; Muíícr At el ?l 20QÍ. Wrtey H3.
et ai. 2001). Otros, sin embargo, abogan por un modelo "pasivo" de mefáMAM* turmiralcs
(Sugtno T, et al. 2002). Es probable que las metástasis a tas ganglios linfáticos cervicales
se deban a una combinación de ambos procesos, activos y pasivas.
En relación a la densidad vascular linfática, varios autores refieren la existencia de una
asociación entre el número de linfáticos asociados al tumor y la presencia de metástasis
gangtionares para un tipo tumoraí determinado, de tal forma que cuanto mayor es la
cantidad de vasos linfáticos, mayor es ta incidencia de metástasis, y, por lanío, peor es d
pronóstico, como se deduce de tos dato» publicados en ios siguiente* trabajo;» cáncer de
pulmón fNiki T, et al. 2001); cáncer endometríaf (Yolíohama Y, cí al. 2000); canter
gástrico (Yonemura YT ct al. 2001); cáncer escamoso de lengua ÍOkamolo M, et al.
2002); carcinoma escamoso de orofarínge fBeasley NJP, et al, 2OO2>. cáncer de cérvis
(Schopptnann SF, et al. 2001 (b); Bíroer P, et a!. 2001); cáncer de mama (Nalhanson SD,
et al 2000; Schoppmann et at. 01fa». En nuestro trabajo ¡a presencia hnfangiogéncsis
tntratumofftl de bajo grado, se relacionó significativamente con la recidiva ganglionar
cervical y con fa disminución del tiempo libre de enfermedad, frente a lo» pacientes con
ausencia de linfangiogánesis y, de forma sorprendente, frente a aquellos pacientes con
iinfafigiogénesis intratumoral de alto grado. Aunque intuittvameDte cabe pensar que
cuanto mayor sea la densidad vascular linfática peor va a ser el pronóstico, ya que las
células tumoraies tienen más posibilidades para escapar del tumor primario y de llegar a
mtos ganglios linfático*, etilo no tiene porqué m ncccwmmcnic asi in tm iraNyo* tic
(Straume O, ct al, 2003} en metartoma cutáneo y <Jc <B>rncr 1*. el al 2<HH } en vaivinuma
de cérvix, el aumento de la densidad vascular linfática se asocirt a un
favorable. La interpretación de estos resultados estaría en relación con la mejor
inmunitaria que el aumento de te densidad linfática proporcionaría al huésped frente 3 Us
células tumorales. Apoyando esta idea* Siraume ct al. refieren que io*> caso* de elevada
densidad vascular linfática se asocian con frecuencia a un aumento <kí infiltrado
linfocttarío. En este estudio hemos observado que la fmfangíogénesis de alio grado
también se asociaba a un intenso infiltrado inflamatorio, Pensamos que este infiltrado
podría actuar como una fticnte suplementaria de VKGF-C que aumentaría I3
permeabilidad vascular incrementando la presión intersticial tumorai. Esto forzaría a
algunas células tumoraíes» a! azar, a entrar en los vasos linfáticos ¡nidales de manera
pasiva. Por el contrario, en los casos de Jinfangiogcncsis de bajo grado podría
predominar un reclutamiento activo de las células tumoralcs p«r c! endoídu* de los vasos
linfáticos iniciales, frente a Jos mecanismos pasivos. Serán necesarios esíudÉo*
posteriores que demuestren esta hipótesis.
Es evidente que e1 proceso metastásico es «na compleja sucesión de pasos c
interacciones entre las características del tumor primario y las deJ huésped, en el que Ja
ttnfangiogénesis y la secreción del VEGF-C son sólo una parte, probablemente
necesaria, pero no suficiente (He Y, et al. 2904J. Es este estudio se pone de maniíiesto h
importancia de estos factores en la recidiva ganglionar cervical en los cu estadios de ía
progresión tumora! anteriores a ía aparición de metástasis ganglionares. En un futuro
sería conveniente la realización de más estudios que confirmen estos resultados y que
valoren su aplicación en biop&as diagnósticas con objeto de identificar a los pacientes
con mayor riesgo de desarrollar recidivas gangiionares. Esto permitiría seleccionar de
forma mi» precisa la estrategia terapéutica más adecuada puira curar \a cnlcrmc<lad y
evitar et sobren? (amiento.
CONCLUSIONES
8. CONCLUSIONES
1. Hl antfgeno PA2.26 es un marcador del cndoicliu de K» vmm% linfáticos iniciales
intratutnotales y permite diferenciarlos con segundad de los vaso* sanptttieos
2. Hl carcinoma epidermoide laringofarfrjgeo presenta vasos linfático* iniciales,
intralumorales con signos morfológico;» de finrangtngcncstM miratumora? l Ü Mi
3. Las células del carcinoma epidermoide laríngofaríngco expresan VJXiFC
4. La presencia de finfangrogénesis intatumoraf (LIT) de bajo grado y la
del VEGF-C en eí carcinoma epidermoide laiingofaringeo sin
gangltonares (NO), son factores predictivos independientes de la probabilidad de
recidiva gangü onar cervical y del acortamiento def período libre de enfermedad-
5. En el carcinoma laríngofaríngco con metástasis gaftgfkmares (W+% m la
presencia de LIT ni la expresión del Vl-XiF-C influyen en (a cnfcrmedaid,
probablemente porque las adenopatías mcúsiásiem son el único factor
pronostico.
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